Evaluación del entorno Redox en el glaucoma : rol protector de la terapia antioxidante by Reides, Claudia Gabriela
 TESIS DOCTORAL 
TEMA: “EVALUACIÓN DEL ENTORNO REDOX EN EL 
GLAUCOMA. ROL PROTECTOR DE LA TERAPIA ANTIOXIDANTE” 
Autor: Bioq. Farm. Reides, Claudia Gabriela 
Directora: Prof. Dra. Llesuy Susana 
Directora adjunta: Prof. Dra. Ferreira, Sandra Maria 
2016
Universidad de Buenos Aires 
Facultad de Farmacia y Bioquímica 
Departamento de Química Analítica y Fisicoquímica 






















“….la ciencia es un esfuerzo de colaboración. Los resultados combinados de varias personas 
que trabajan juntas es a menudo mucho más eficaz de lo que podría ser el de un científico 
que trabaja solo” 
John Bardeen 
 
A mis padres, Elena y Osvaldo 
A mis hijas, Cecilia y Milagros 
A mi esposo, Jorge 
Agradecimientos 
A la Dra. Susana Llesuy por iniciarme en el camino de la investigación, por su paciencia, 
motivación criterio y aliento. Un privilegio contar con su guía y ayuda durante la realización 
de este trabajo, y por brindarme su amistad. 
A la Dra. Sandra Ferreira, por iniciarme en el conocimiento de las patologías oculares, por 
su acompañamiento y su colaboración en los experimentos que forman parte de esta tesis 
y por sobre todas las cosas por sus sabios consejos, paciencia, aliento y su incondicional 
amistad. 
A la Dra Marisa Repetto por poner su granito de arena para mi vuelta a la Facultad, por su 
amistad y por los momentos compartidos en la Cátedra. 
Al Dr. Pablo Evelson, los momentos compartidos en la Cátedra, sus consejos y su amistad. 
Al Dr. Fabián Lerner por aportar su experiencia profesional y sus conocimientos de 
oftalmología en la realización del modelo experimental de glaucoma. 
A Romina Lasagni Vitar por su colaboración en la realización de algunos experimentos, su 
ayuda sincera y tantos momentos compartidos en el laboratorio.  
A Agustina Peverini por su colaboración en la realización de algunos experimentos, su 
paciencia y su alegría contagiosa. 
A Ailen Hvozda Arana y Natasha Janezic por el día a día en el laboratorio.  
A todos mis compañeros de la Cátedra de Química General, con los que trabajamos codo a 
codo todos los días para hacer de la Cátedra un mejor lugar y por los almuerzos 
comunitarios. 
A mis amigas del alma, Alejandra, Gabriela y Patricia, por acompañarme siempre en los 
buenos y malos momentos y por la amistad incondicional que lleva más de 30 años. 
A mis padres, Elena y Osvaldo, por estar siempre presentes, por acompañarme e 
incentivarme a formarme y estudiar, sin ellos no podría ser la persona que hoy soy. 
A mis hermanos, Mariela y Marcelo, por los años compartidos, el apoyo incondicional y 
saber que siempre van a estar presentes cuando los necesite. 
A Jorge por compartir su vida conmigo, su apoyo incondicional y su amor. 
A mis hijas, Cecilia y Milagros por iluminar y alegrar cada uno de mis días, las amo 
profundamente. 
Los resultados presentados en esta tesis se encuentran incluidos en los trabajos que se 
detallan a continuación: 
Capítulos de libros 
- Evidence of Oxidative Stress Damage in Glaucoma. Ferreira S.M., Reides C. G., Lerner F., 
Llesuy S. En: The Mistery of Glaucoma. Editorial: Intech. Croacia. Capítulo 1. Pag. 3-18 
(2011) .ISBN 978-953-307-567-9. 
Trabajos publicados 
-Time Course changes of oxidative stress markers in rat experimental glaucoma model. 
Ferreira S.M., Lerner F., Brunzini R., Reides C.G., Evelson P.A., Llesuy S.F. Investigative 
Ophthalmology & Visual Science. 51: 4635- 4640 (2010). 
-Brain Antioxidant Status In A High Pressure-induced Rat Model of Glaucoma. Ferreira S, 
Lerner F, Reides C, Brunzini R, Llesuy S. Acta Ophthalmologica. 91(1): e64–e70  (2013). 
-Changes in the redox status of the brain in an experimental glaucoma model. Reides C. G, 
Lasagni Vitar R.M, Peverini A, Janezic N.S., Hvozda Arana A. G, Ferreira S.M, Llesuy S.F. 
Biocell. 40 (1): 51-53 (2016) 
 
Los resultados presentados en el capítulo 2 de esta tesis han recibido el Premio Bienal 
Pedro Lagleyze al mejor trabajo en oftalmología años 2013-2014 de la Facultad de 
























1. Toxicidad del oxígeno 1 
2. Sistemas de defensa antioxidante 4 
3. Estado redox, entorno redox y estrés oxidativo 8 
4. El ojo 10 
5. Glaucoma 14 
6. Tipos de glaucoma 16 
7. El glaucoma y el sistema nervioso central 17 
8. Factores que contribuyen a la neuropatía glaucomatosa 20 
9. Glaucoma y el estrés oxidativo 20 
10. Modelos animales 22 
11. Neuroprotección 26 
12. Ácido α-lipoico 27 
13. El ácido α-lipoico y el cerebro 30 
Hipótesis de la investigación 33 
Objetivos de la investigación 33 
MATERIALES Y MÉTODOS 
1. Animales de experimentación 36 
2. Modelo experimental de glaucoma 36 
3. Tratamiento con ácido α-lipoico 37 
4. Evaluación de la presión intraocular 38 
Indice 
5. Quimioluminiscencia in vivo        38 
6. Preparación de las muestras        41 
7. Preparación de los homogeneizados       42 
8. Sustancias reactivas al ácido tiobarbitúrico (TBARS)     42 
9. Quimioluminiscencia de homogeneizados de cerebro. Determinación del balance  
redox            43 
10. Determinación indirecta de los niveles de óxido nítrico (NO). Niveles de nitritos        44 
11. Determinación de proteínas oxidadas       45 
12. Determinaciones enzimáticas        46 
12.1. Actividad de NADPH oxidasa        46 
12.2. Actividad de superóxido dismutasa      47 
12.3. Concentración de catalasa       48 
12.4. Actividad de glutatión peroxidasa      49 
12.5. Actividad de glutatión reductasa       51 
12.6. Actividad de tiorredoxina reductasa      50 
12.7. Actividad de glucosa-6 -fosfato deshidrogenasa    51 
13. Determinación de antioxidantes no enzimáticos     52 
13.1. Determinación de la capacidad antioxidante total    53 
13.2. Niveles de ácido ascórbico        54 
Indice 
13.3. Niveles de vitamina E        55 
13.4. Niveles de glutatión                 55 
13.5. Determinación de glutatión reducido y glutatión oxidado utilizando 
cromatografía líquida de alta presión      56 
14. Determinación de proteínas         57 
15. Drogas y reactivos         58 
16. Estadística           58 
 
RESULTADOS 
Capítulo 1            59 
MODELO EXPERIMENTAL DE GLAUCOMA. EVALUACIÓN DE MARCADORES DE ESTRÉS 
OXIDATIVO EN DIFERENTES ESTRUCTURAS OCULARES A DISTINTOS TIEMPOS.  59 
1.1. Evaluación de la eficacia del modelo experimental en la elevación de la presión 
intraocular           59 
1.2. Quimioluminiscencia in vivo        60 
1.3. Capacidad antioxidante total del humor acuoso     62 
1.4. Capacidad antioxidante total del humor vítreo       64 
1.5. Determinación indirecta de óxido nítrico en la cabeza del nervio óptico. Niveles de 
nitritos           65 
1.6. Daño a lípidos en la cabeza del nervio óptico      65 
1.7. Correlación entre los niveles de TRAP en el humor vítreo y TBARS en la cabeza del 
nervio óptico          67 
Indice 
Capítulo 2 69 
DAÑO OXIDATIVO EN EL CEREBRO DE RATAS EN UN MODELO EXPERIMENTAL DE 
GLAUCOMA 69 
2.1. Quimioluminiscencia de homogeneizados de cerebro. Determinación del balance 
redox 69 
2.2. Proteínas oxidadas 71 
2.3. Determinación indirecta de óxido nítrico. Niveles de nitritos 72 
2.4. Actividad de NADPH oxidasa 73 
2.5. Actividad de superóxido dismutasa 74 
2.6. Concentración de catalasa 75 
2.7. Actividad de glutatión peroxidasa 77 
2.8. Actividad de glutatión reductasa 78 
2.9. Actividad de tioredoxina reductasa 79 
2.10. Actividad de glucosa- 6 -fosfato deshidrogenasa 80 
2.11. Capacidad antioxidante total (TRAP) 81 
2.12. Concentración de ácido ascórbico 82 
2.13. Niveles de vitamina E 83 
2.14. Niveles de glutatión 84 
Indice 
Capítulo 3 86 
DAÑO OXIDATIVO EN EL NUCLEO GENICULADO LATERAL DE RATAS EN UN MODELO 
EXPERIMENTAL DE GLAUCOMA. ROL PROTECTOR DEL ÁCIDO LIPOICO 86 
3.1. Daño a lípidos 86 
3.2. Proteínas oxidadas 88 
3.3. Determinación indirecta de óxido nítrico. Niveles de nitritos 89 
3.4. Actividad de superóxido dismutasa 90 
3.5. Concentración de catalasa 91 
3.6. Actividad de glutatión peroxidasa 92 
3.7. Actividad de glutatión reductasa 94 
3.8. Actividad de tioredoxina reductasa 95 
3.9. Capacidad antioxidante total 96 
3.10. Niveles de glutatión 97 
Capítulo 4 100 
DAÑO OXIDATIVO EN CORTEZA VISUAL PRIMARIA DE RATAS EN UN MODELO 
EXPERIMENTAL DE GLAUCOMA. ROL PROTECTOR DEL ÁCIDO LIPOICO 100 
4.1. Daño a lípidos 101 
4.2. Proteínas oxidadas 102 
Indice 
4.3. Determinación indirecta de óxido nítrico. Niveles de nitritos     103 
4.4. Actividad de NADPH oxidasa        105 
4.5. Actividad de superóxido dismutasa        106 
4.6. Concentración de catalasa        107 
4.7. Actividad de glutatión peroxidasa        108 
4.8. Actividad de glutatión reductasa       110 
4.9. Actividad de tioredoxina reductasa        111 
4.10. Actividad de glucosa-6-fosfato deshidrogenasa      112 
4.11. Capacidad antioxidante total        113 
4.12. Evaluación del balance redox        114 
4.12.1. Glutatión reducido         114 
4.12.2. Glutatión oxidado          115 
4.12.3. Relación glutatión reducido / glutatión oxidado      117 
 
DISCUSION          
Generalidades          119 
Capítulo 1           126 
Capítulo 2           133 
Capítulo 3           139 
Indice 
Capítulo 4           149 
 
CONCLUSIONES          157 
 
REFERENCIAS           163 
 




























1. Toxicidad del oxígeno
La utilización del oxígeno es un requerimiento esencial para la función y el desarrollo 
de la vida, sin embargo cuando este gas se encuentra en concentraciones mayores que las 
presentes en la atmósfera (21% V/V presión parcial 21 kPa), resulta tóxico para los 
organismos vivos. En 1954, Rebecca Gerschman y colaboradores propusieron que los 
efectos tóxicos generados por la irradiación con rayos X y por la exposición a oxígeno 
hiperbárico podrían ser atribuidos a la formación de especies activas del oxígeno. Su 
hipótesis de trabajo fue postular la existencia de un mecanismo molecular común que 
involucraba la participación de los intermediarios de reducción del oxígeno (Gerschman y 
col., 1954). Esta idea cobró fuerza cuando en 1969, Mc Cord y Fridovich describieron la 
enzima superóxido dismutasa que remueve catalíticamente el anión superóxido. 
La molécula de oxígeno en su estado natural es un radical libre ya que posee dos 
electrones desapareados, cada uno de ellos ubicado en un orbital molecular antienlazante 
* 2p. Un radical libre puede definirse como cualquier especie química capaz de existir 
independientemente y que contiene uno o más electrones desapareados, considerando que 
un electrón desapareado es aquél que ocupa un orbital atómico o molecular por sí mismo. 
La presencia de electrones desapareados confiere a esa especie carácter paramagnético, 
gran reactividad química y una vida media corta (Pryor, 1976). 
Si bien la molécula de oxígeno es escasamente reactiva, puede absorber energía y 






El oxígeno es un buen agente oxidante, por lo tanto puede reducirse ganando 
electrones y oxidar a otro compuesto. Si la molécula de oxígeno en estado fundamental 
gana un electrón se obtiene como producto el anión superóxido (O2.). La ganancia de un 
segundo electrón dará lugar a la formación del anión peróxido (O22) que no es un radical 
libre dado que no posee electrones desapareados. Si se adicionan otros dos electrones, se 
rompe la unión entre los dos átomos de oxígeno, generando dos aniones óxido (O2) (Figura 
1). 
 
Figura 1. Intermediarios de la reducción univalente del oxígeno molecular. 
La reducción univalente del oxígeno por aceptación de dos electrones da lugar a la 
producción de peróxido de hidrógeno (H2O2) y si acepta cuatro electrones, se formará una 
molécula de agua (Figura 1). 
El peróxido de hidrógeno es el más estable de los intermediarios de reducción del 
oxígeno pero puede descomponerse en presencia de metales de transición dando lugar a la 





Fe2+ + H2O2  Fe3+ + HO + OH  (1) 
Los productos de la reducción parcial del oxígeno molecular son: anión superóxido, 
peróxido de hidrógeno y radical hidroxilo, junto con el oxígeno singulete (1O2), conforman lo 
que se denomina especies activas del oxígeno. El anión superóxido y el peróxido de 
hidrógeno pueden actuar como agentes oxidantes y reductores, y su reactividad es limitada 
en soluciones acuosas. El peróxido de hidrógeno, al ser una especie química que no posee 
carga, puede atravesar fácilmente las membranas biológicas, y causar daño en las células 
siendo capaz de inducir reacciones en sitios lejanos a su fuente de origen.  
El concepto de que el radical hidroxilo podía ser generado a través de la interacción 
entre el anión superóxido y el peróxido de hidrógeno fue propuesto por Haber y Weiss, en 
1934. Al descubrirse que el anión superóxido es un metabolito celular normal, rápidamente 
se reconoció que la reacción de Haber-Weiss (ecuación 2) podría promover un medio para 
generar radicales más tóxicos (Kehrer, 2000). 
 
O2 + H2O2  HO+ O2 + OH   (2) 
 
La reacción de Haber-Weiss resulta termodinámicamente desfavorable en sistemas 
biológicos y requiere de un catalizador para que pueda ocurrir a velocidad fisiológica. Entre 
los metales de transición capaces de participar en reacciones de óxido-reducción, el hierro 
es el que se encuentra en mayor concentración dentro de las células. Por ende, la reacción 





Fenton, es considerada actualmente como el principal mecanismo por el cual el radical 
hidroxilo es generado en sistemas biológicos (Liochev, 1999).  
Fe3+ + O2  Fe2+ + O2    (3) 
Fe2+ + H2O2  Fe3+ + HO + OH  (1) 
Siendo la reacción neta la ecuación 2: 
O2 + H2O2  HO+ O2 + OH   (2) 
La generación de peróxido de hidrógeno se da a partir de la dismutación del anión 
superóxido, catalizada por la superóxido dismutasa. Por tal motivo el anión superóxido es 
considerado el precursor estequiométrico del peróxido de hidrógeno. A partir de la 
producción de anión superóxido y de peróxido de hidrógeno, también pueden generarse 
otras especies activas del oxígeno como el radical hidroxilo o el oxígeno singulete. El radical 
hidroxilo puede producir daño en el ácido desoxiribonucleico (ADN), proteínas, por ejemplo 
inactivar enzimas, e iniciar procesos de peroxidación lipídica. Las especies activas del 
oxígeno son producidas en condiciones fisiológicas en todas las células y tejidos de los 
organismos vivos. 
2. Sistemas de defensa antioxidante 
Se denominan sistemas de defensa antioxidante a las estrategias de defensa 
específica que existen en las células que se encargan de metabolizar las especies activas del 
oxígeno. Estos sistemas se ocupan de mantener las concentraciones en estado estacionario 





especies activas formadas o previniendo su formación. Las concentraciones intracelulares de 
estas especies están estrictamente reguladas por las defensas antioxidantes que poseen las 
células. Los sistemas de defensa antioxidantes se dividen en dos grupos: sistema de defensas 
antioxidantes enzimáticas y sistemas de defensa antioxidante no enzimáticos, que a su vez 
se agrupan en hidrosolubles y liposolubles. 
Los principales antioxidantes enzimáticos que catalizan las reacciones de 
descomposición de las especies activas del oxígeno son: la superóxido dismutasa, la catalasa, 
la glutatión peroxidasa y la glutatión reductasa (Figura 2). . 
 
Figura 2. Principales antioxidantes enzimáticos que metabolizan las especies activas del 
oxígeno (SOD: superóxido dismutasa; CAT: catalasa; GPx: glutatión peroxidasa; GR: glutatión 
reductasa). 
La superóxido dismutasa, cataliza la dismutación del anión superóxido en peróxido de 
hidrógeno. La descomposición del peróxido de hidrógeno puede ser catalizada por las 
enzimas catalasa y por la glutatión peroxidasa. La catalasa elimina el peróxido de hidrógeno 





elimina el peróxido de hidrógeno oxidando el glutatión reducido a glutatión oxidado. 
Además la glutatión peroxidasa, puede reducir los hidroperóxidos orgánicos e inorgánicos 
oxidando al glutatión reducido. La glutatión reductasa, por su parte, es la enzima encargada 
de regenerar el glutatión reducido a partir de glutatión oxidado, utilizando NADPH como 
cofactor. 
  El glutatión y el ácido ascórbico constituyen los antioxidantes no enzimáticos 
hidrosolubles más importantes en las células eucariotas. El glutatión es un tripéptido 
formado por los aminoácidos ácido -glutámico, cisteína y glicina, que se encuentra en 
concentraciones de 1 a 11 mM en las células de los mamíferos localizándose principalmente 
en el citosol. El glutatión participa de diversas funciones celulares que derivan de la 
capacidad que posee esta molécula de mantener los grupos tioles proteícos en estado 
reducido. Puede reaccionar en forma directa con especies activas del oxígeno tales como el 
anión superóxido, el radical hidroxilo y el oxígeno singulete (Winterbourn y Metodiewa, 
1994). El ácido ascórbico es un excelente agente reductor lo que le confiere múltiples roles 
como antioxidante. A pH fisiológico se encuentra como un anión monovalente, el ascorbato, 
que puede ser oxidado por la mayor parte de los radicales libres generados en sistemas 
biológicos (peroxilo, hidroxilo, anión superóxido, oxígeno singulete y peroxinitrito) formando 
semi-dehidroascorbato, conocido como radical ascorbilo (Figura 3) (Rice, 2002). También 
puede regenerar al -tocoferol por reacción con los radicales -tocoferilo (Packer y col., 






Figura 3. Reacciones de oxidación del ácido ascórbico y del α-tocoferol. En el esquema se 
muestra como el ácido ascórbico puede regenerar α-tocoferol a partir del radical α- 
tocoferilo.  
Los sistema antioxidantes no enzimáticos liposolubles más importantes en sistemas 
biológicos son: la coenzima Q10, los carotenoides y la vitamina E o α-tocoferol. La principal 
función de la coenzima Q10 es actuar como componente redox de la cadena respiratoria 
mitocondrial. Los carotenoides, por su parte, ejercerían su acción antioxidante por su 
capacidad de desexcitar al oxígeno singulete. Sin embargo, a esta acción debe agregarse la 
propiedad de esta sustancia de reaccionar directamente con otras especies activas del 
oxígeno tales como radicales peroxilo, inhibiendo la cadena de peroxidación lipídica (Krinsky, 
1989). El -tocoferol presenta en su estructura una cadena fitilo que le confiere 





lipoproteínas (Figura 3). Su principal función in vivo sería su capacidad de atrapar radicales 
peroxilo, alquilo y alcoxilo a una velocidad mucho mayor de la que esos radicales 
reaccionarían con ácidos grasos adyacentes o con proteínas de membrana (Machlin, 1984).  
3. Estado redox, entorno redox y estrés oxidativo 
La dirección de muchos procesos celulares depende del entorno redox (Schafer y 
Buettner, 2001). El entorno redox está relacionado al estado redox que es la relación entre 
las formas oxidadas y reducidas de un par redox específico, y que está definido por el 
potencial de reducción y la concentración de la especie reducida. Históricamente, el termino 
estado redox ha sido utilizado para describir pares redox específicos. Sin embargo, resulta 
inapropiado su uso en sistemas celulares en los cuales existen varios pares redox 
relacionados. Esto lleva a la definición del término entorno redox que es la sumatoria de los 
productos de los potenciales de reducción y las concentraciones de las especies reducidas 
de una serie de pares redox relacionados (Schafer y Buettner, 2001). El potencial de 
reducción de los pares redox se puede estimar con la ecuación de Nernst, conociendo el 
estado ácido-base y las concentraciones de las especies que los forman. En las células 
existen varios pares redox que trabajan de manera conjunta para mantener el entorno 
redox. El entorno redox extracelular, está determinado por el par cisteína/cistina y modula 
la proliferación celular, la apoptosis, la adhesión de moléculas a las células y los procesos de 
señalización proinflamatoria (Go y Jones, 2010). El entorno redox intracelular está 
determinado por los sistemas glutatión reducido (GSH)/ glutatión oxidado (GSSG), 
tioredoxina reducida/ tioredoxina oxidada y cisteína/ cistina (Packer y Cadenas, 2011). El 





La concentración de glutatión en el citosol es la más elevada entre los compuestos con 
actividad redox (Smith y col., 1996). Por esta razón, las medidas de los niveles de GSH o 
GSSG han sido utilizadas para estimar el entorno redox celular (Schafer y Buettner, 2001). 
Cuando las células son expuestas a sustancias o condiciones que generan un daño 
oxidativo se producen alteraciones en el equilibrio redox. Este equilibrio está relacionado en 
forma directa con el estrés oxidativo que se define como una situación en la que las 
concentraciones intracelulares de las especies activas del oxígeno se encuentran 
incrementadas por sobre los valores fisiológicos. El estrés oxidativo puede entenderse 
también como una disrupción redox de los procesos metabólicos, de señalización y de 
transcripción (Jones, 2006), produciéndose un aumento del potencial de reducción celular o 
una disminución en la capacidad reductora de los pares redox celulares (Schafer y Buettner, 
2001). El estrés oxidativo puede estar provocado por un aumento en la velocidad de 
producción de especies oxidantes, una disminución en los niveles de sistemas antioxidantes 
o la combinación de ambas situaciones (Sies, 1985). Independientemente de la causa 
original, un aumento en las especies activas del oxígeno, lleva a modificaciones en la 
estructura y función de todos los componentes celulares (lípidos, proteínas y ADN). En todos 
los casos, se observa primero un daño reversible, luego si el daño oxidativo persiste, puede 
generar un daño irreversible e incluso la muerte celular. 
Son varias las patologías en las que se han sugerido alteraciones en el potencial 
redox (Halliwell y Gutteridge, 1999) entre las cuales se encuentran patologías oculares como 
el glaucoma. El ojo es un órgano expuesto a daño oxidativo debido a su alta exposición a la 
luz y al oxígeno atmosférico en forma directa. La mayoría de las membranas oculares son 
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ricas en lípidos poliinsaturados y la velocidad de regeneración de los mismos es muy baja. La 
combinación de la alta exposición a la luz y el bajo recambio de biomoléculas, genera un 
riesgo de acumulación de especies activas del oxígeno, sin embargo en condiciones 
normales las defensas antioxidantes presentes en el ojo compensan ese daño (Halliwell y 
Gutteridge, 1999). 
4. El ojo
El ojo es un órgano constituido por tres capas bien diferenciadas y por líquidos que 
mantienen la presión suficiente para conservar su forma. 
La cornea y la esclerótica forman la capa más externa o fibrosa. La córnea es un tejido 
transparente que recubre la capa más anterior del ojo y ocupa la parte anterior de la capa 
fibrosa. Alrededor de la córnea se sitúa el denominado limbo esclero-corneano, a partir del 
cual, cubriendo el resto de la superficie del globo ocular, se extiende la esclerótica. De la 
parte posterior de esta última sale el nervio óptico, formado por las fibras nerviosas de las 
células ganglionares de la retina (Figura 4). 
 La capa media o úvea es la capa vascular o nutricia del ojo, formada por tres 
estructuras que, de adelante hacia atrás, son el iris, el cuerpo ciliar y la coroides. El iris 
constituye la porción más anterior de la capa vascular del ojo. Su aspecto es el de un disco 
de color ubicado en forma vertical por delante del cristalino y por detrás de la córnea, con 
un orificio central que se denomina pupila. El color de los ojos depende de la apariencia del 
iris, que además divide el ojo en dos partes denominadas cámara anterior (por delante) y 
cámara posterior (por detrás) (Figura 4). 
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Figura 4. Esquema de las diferentes partes del ojo. 
Cerca del limbo el iris se une al cuerpo ciliar con el que conforma el ángulo 
iridoesclerocorneano o seno camerular, por donde drena el humor acuoso como parte del 
mecanismo que regula la presión intraocular. El cuerpo ciliar forma parte de la úvea y en él 
se identifican dos porciones: la pars plicata o procesos ciliares (donde se produce el humor 
acuoso) y la pars plana (Figura 4). 
La coroides es una capa vascular que se extiende por toda la parte posterior del globo 
ocular, entre la esclerótica y la retina, siendo imprescindible para la nutrición y el buen 
funcionamiento de las capas externas de la retina. 
La capa interna o retina es una estructura delgada y transparente formada por tejido 
nervioso que recubre el interior de la pared ocular. La retina se describe, clásicamente, como 
formada por diez capas sucesivas, siendo la más externa, el epitelio pigmentario, que está en 
contacto con la coroides. Las nueve capas internas restantes son de tejido nervioso, similar 
al del cerebro, y funcionalmente están formadas por tres grupos de neuronas muy 
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especializadas: fotorreceptores (las más externas), bipolares (intermedias) y ganglionares 
(internas). 
En el ojo se pueden distinguir dos medios transparentes: el humor acuoso y el humor 
vítreo. El humor acuoso es un líquido incoloro que llena la cámara anterior del globo ocular 
ubicándose entre la córnea y el cristalino. Los principales componentes del humor acuoso 
son iones orgánicos e inorgánicos, carbohidratos, glutatión, urea, aminoácidos, proteínas, 
oxígeno, dióxido de carbono y agua (Goel y col., 2010). Las principales diferencias entre el 
humor acuoso y el plasma, son que el humor acuoso presenta una concentración de 
proteínas 200 veces menor y una concentración de ácido ascórbico 20 a 50 veces mayor que 
la del plasma (Reiss y col., 1988). 
El humor acuoso es producido por el cuerpo ciliar por medio de diferentes procesos, 
fundamentalmente por secreción (ultrafiltración, ósmosis). Desde el cuerpo ciliar pasa a la 
cámara anterior, a través de la pupila desde donde mediante una corriente térmica de 
convección, sube por delante de la cara anterior del iris y desciende por la cara posterior de 
la córnea. La mayor parte drena del ojo a través del trabeculado ubicad en el ángulo esclero-
corneano, hacia el canal de Schlemm que finalmente lo drena a la circulación venosa, a esta 
vía se la denomina trabecular (Figura 5). 
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Figura 5. Trayectoria del humor acuoso desde su formación en el cuerpo ciliar hasta su 
drenaje por la vía trabecular. 
El humor acuoso tiene una función nutricia de las estructuras avasculares, tales como 
la córnea y el cristalino. Además, es el principal responsable de la presión intraocular que 
permite mantener la forma y dimensiones constantes que requiere el sistema óptico. Si el 
canal de drenaje del humor acuoso se obstruye puede llevar a un aumento de la presión 
intraocular que conduce a daño a nivel del nervio óptico (Figura 6). 
Figura 6. Esquema donde se muestra cómo la presión intraocular se ve afectada por 
obstrucción del canal de drenaje del humor acuoso. 
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El humor vítreo es un medio transparente, gelatinoso y avascular. El ácido hialurónico 
es su principal constituyente junto con el colágeno, teniendo ambos un importante rol en la 
estabilización del gel vítreo (Grimshaw y col., 1994). Ocupa la cámara posterior del ojo, 
representando las 4/5 partes del volumen total del ojo, y está recubierto por una membrana 
limitante llamada membrana hialoide. 
5. Glaucoma
Una de las patologías oculares más frecuentes en la sociedad occidental, es el 
glaucoma. El glaucoma es la segunda causa de ceguera en el mundo y la primera irreversible 
(Quigley, 1996). Se estima que para el año 2040, afectará a 111,8 millones de personas en 
todo el mundo (Tahm y col., 2014). 
El glaucoma es una enfermedad caracterizada por un patrón específico de daño de la 
cabeza del nervio óptico y el campo visual que, si no es controlada, puede llevar al paciente a 
la ceguera. Actualmente es considerado una neuropatía óptica multifactorial que presenta 
pérdida de las células ganglionares de la retina y atrofia del nervio óptico (Landers, 1982). 
Aunque la presión intraocular (PIO) elevada es el factor de riesgo más importante (Epstein y 
col., 1997), no es sinónimo de glaucoma, dado que existen pacientes con alta PIO 
(hipertensos oculares) que no desarrollan daño glaucomatoso, mientras que otros pacientes 
con valores de PIO dentro del rango considerado normal (12-21 mmHg) pueden presentar 
neuropatía óptica glaucomatosa (glaucoma de PIO normal). 
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El glaucoma es una enfermedad que afecta al nervio óptico puediendo lesionar varias 
fibras nerviosas y ocasionar puntos ciegos que con frecuencia no se perciben hasta que el 
nervio óptico haya sufrido grandes daños (Chandler y Grant, 1986). 
El examen oftalmoscópico puede revelar una excavación ampliada dentro del disco 
óptico. Los síntomas físicos están generalmente ausentes en etapas tempranas. Una vez que 
ha progresado la atrofia del nervio óptico, la pérdida de la visión periférica se produce en 
primer lugar; siendo la visión central la última que se pierde. Los pacientes pueden quejarse 
de no poder leer todas las palabras o de tener problemas de conducción debido a la visión 
periférica pobre (Figura 7). 
Figura 7. La foto superior izquierda muestra una imagen con una visión normal, en tanto la 
foto superior derecha muestra la misma imagen vista por una persona con glaucoma. Los 






 Los factores de riesgo para el desarrollo del glaucoma incluyen aumento de la presión 
intraocular, la edad avanzada, antecedentes familiares, la descendencia afroamericana, la 
diabetes, la hipertensión y la miopía. También hay medicamentos asociados con un aumento 
de la incidencia del glaucoma que incluyen los corticoesteroides y las drogas que bajan el 
colesterol. 
6. Tipos de glaucoma 
El glaucoma puede ser agudo (de rápido desarrollo y con síntomas evidentes) o 
crónico (de desarrollo muy lento y totalmente asintomático). Puede tener una causa 
conocida (como la diabetes) los cuales se denominan secundarios, o ser congénitos (Shields, 
1992). Existen glaucomas fácilmente prevenibles mediante el tratamiento con láser (de 
ángulo estrecho o cerrado) y por el contrario, el glaucoma de ángulo abierto es el más 
frecuente y de difícil tratamiento. Existen entonces cuatro tipos principales: el glaucoma de 
ángulo cerrado (agudo), el glaucoma de ángulo abierto (crónico), el glaucoma congénito y el 
glaucoma secundario (Chandler, 1986; Sommer, 1989). 
En el glaucoma crónico de ángulo abierto, el aumento de presión ocasiona daño en el 
nervio óptico. Más del 90% de los adultos que padecen glaucoma sufren de este tipo de 
enfermedad. En general, los daños ocasionados por el glaucoma son irreversibles, el objetivo 
del tratamiento es reducir la presión intraocular, para lo cual se utilizan medicamentos o 
cirugía, dependiendo del tipo de glaucoma. La presión intraocular puede generalmente 
reducirse por medio de medicamentos que se pueden administrar por vía oral, intravenosa o 
tópica (como las gotas oftálmicas). El glaucoma crónico que no recibe tratamiento puede 





para el desarrollo del glaucoma de ángulo abierto, si se detecta oportunamente y se 
implementa el tratamiento adecuado, se pueden evitar la pérdida visual y la ceguera 
posteriores. Disminuir la presión ocular es la estrategia más utilizada, aunque también se 
recomienda mantener una buena circulación en el nervio óptico y proteger a las células 
nerviosas que conducen las sensaciones visuales (De La Paz y Epstein, 1996; Garrat, 1996; 
Alvarado y col., 1984).  
Actualmente una visión más integral de la enfermedad hace preciso que no sólo se 
controle la presión intraocular, sino también preservar la salud del nervio óptico y la 
protección del tejido aún no dañado (Pavan Langston, 1985). 
7. El glaucoma y el sistema nervioso central 
Si bien el glaucoma es considerado una enfermedad limitada al ojo, la mayor parte de los 
axones de las células ganglionares de la retina son extraoculares, con componentes 
intraorbitales e intracraneales (Gupta y Yucel, 2007a). Aproximadamente el 90 % de las 
células ganglionares de la retina son neuronas retino-geniculadas que se proyectan desde la 
retina al núcleo geniculado lateral, el primer gran centro de la visión del cerebro (Perry y 
col., 1984). El núcleo geniculado lateral posee tres canales visuales distintivos, que son el 
magnocelular, el parvocelular y el koniocelular que son las vías para el movimiento, los 
colores rojo y verde y las modalidades azul - amarillo, respectivamente (Kaplan, 2004). La 
enfermedad transmitida desde las neuronas enfermas a las saludables por medio de las 
conexiones sinápticas a través de vías neurales anatómicas y funcionales se denomina 
degeneración transináptica. La propagación de la enfermedad entre neuronas comunicantes 
es bien conocida en la enfermedad de Alzheimer (Su y col., 1997) y en la esclerosis 
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amiotrófica lateral (Kiernan y Hudson, 1991). La degeneración transináptica ha sido también 
descripta en el glaucoma experimental (Gupta y Yücel ,2001). Cuando la presión intraocular 
se eleva un modelo en primates, las células ganglionares de la retina mueren con un patrón 
de cambio característico en la cabeza del nervio óptico (Radius y Pederson, 1984) semejante 
al del glaucoma humano. (Rasmussen y Kaufman, 2005). Durante el periodo de elevación de 
la presión intraocular, en el núcleo geniculado lateral y en la corteza visual de los pacientes 
con glaucoma y de primates se observan: contracción y perdida de neuronas, (Gupta y col., 
2006; Weber y col., 2000; Yücel y col., 2000, 2001, 2003), disminución de la actividad 
metabólica (Crawford y col., 2001) y cambios en los patrones de expresión de varios 
marcadores de la plasticidad sináptica (Lam y col., 2003). La enfermedad se disemina en el 
cerebro y puede alterar el procesamiento de información visual y llevar a defectos del 
campo visual. Las neuronas de relevo del núcleo geniculado lateral se proyectan a la corteza 
visual primaria localizada en la parte posterior del cerebro y donde se organizan en 
columnas de dominancia ocular (Figura 8). 





En la corteza visual del modelo de glaucoma en primates se observó una disminución 
en la actividad metabólica en las columnas oculares (Yücel y col, 2003). Estos cambios se 
hacen más notorios con el incremento de la perdida de la fibra del nervio óptico, sugiriendo 
cambios degenerativos en la corteza visual en el glaucoma (Yucel y col., 2003). Existe 
evidencia que los cambios en la vía visual en el glaucoma son un fenómeno temprano (Gupta 
y col., 2007a). 
La pérdida del campo visual en el glaucoma podría estar asociada a la patología de los 
centros mayores de la visión en el cerebro. Los cambios transinápticos en las neuronas 
visuales en el cerebro glaucomatoso son semejantes a la degeneración transináptica 
observada en otras enfermedades neurodegenerativas (Gupta y Yucel, 2007b). 
Además de las neuronas, el 90% del sistema nervioso central consta de glias. Las 
células gliales mantienen una íntima relación con las neuronas y desempeñan un papel 
crucial en la regulación del entorno bioquímico. Las glias disfuncionales, especialmente de 
los astrocitos, pueden resultar actores claves en la patogenia de varios trastornos del SNC 
(De Keyser y col., 2008), como la epilepsia (Binder y Steinhauser, 2006), esquizofrenia 
(Matute y col., 2005) y la enfermedad de Alzheimer (Kuchibhotla y col., 2009). Los astrocitos 
podrían también participar en las anormalidades del post-retinales en el glaucoma. 
Por lo expresado con anterioridad, el glaucoma puede afectar las neuronas visuales 
desde las células ganglionares de la retina hasta los centros principales de la visión en el 
cerebro. La elevación de la presión intraocular y el daño en las células ganglionares de la 
retina puede conducir a degeneración transináptica en el núcleo geniculado lateral y la 
corteza visual primaria. La disminución de la presión intraocular es una estrategia para 
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prevenir la muerte de las células ganglionares de la retina y puede reducir el riesgo de 
neurodegeneración. La contribución de los cambios en el cerebro debería ser tenida en 
cuenta en la patología glaucomatosa, en un esfuerzo para encontrar acercamientos más 
novedosos de diagnóstico y monitoreo de la enfermedad, y para prevenir la ceguera en esta 
patología (Gupta y Yucel, 2007a). 
8. Factores que contribuyen a la neuropatía glaucomatosa
Muchos mecanismos están involucrados en la patología del glaucoma que finalmente 
culmina en la muerte de las células ganglionares de la retina y la subsecuente perdida de la 
visión. Estos mecanismos incluyen la isquemia crónica e intermitente (Cioffi, 2005), 
obstrucción del flujo axoplásmico (Anderson y Hendrickson, 1974), la falta de uno o más 
factores tróficos (Quigley y col., 1995), la excitotoxicidad (Vorwerk y col., 1997) y el estrés 
oxidativo (Aslan y col., 2008). La isquemia lleva a un desbalance en la demanda metabólica 
que da como resultado la formación de especies activas del oxígeno (Saito y col., 2005). La 
excitotoxicidad puede reducir el intercambio cistina-glutamato llevando a la depleción de 
glutatión y la subsecuente muerte celular (Albrecht y col., 2010). De manera similar, la 
disfunción mitocondrial como resultado del envejecimiento sináptico y la subsecuente 
perdida del suministro de factores tróficos debida a la disminución del transporte axonal, 
resulta en una disminución de los niveles de enzimas antioxidantes, daño oxidativo al DNA y 
estrés oxidativo (Payne, 2014). 
9. Glaucoma y el estrés oxidativo
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El estrés oxidativo puede ser definido como un aumento en los valores fisiológicos en 
las concentraciones intracelulares de especies reactivas de oxígeno (Halliwell y Gutteridge, 
1989). Esta situación se refleja por cambios en las defensas antioxidantes que pueden 
aumentar, como una respuesta adaptativa, o disminuir debido a la acción de las especies 
activas del oxígeno (Sies ,1985). 
Una de las primeras evidencias en la que se describieron alteraciones derivadas del 
estrés oxidativo fue la detección de la molécula de adhesión al endotelio del leucocito 
(ELAM-1) en el trabeculado de ojos de humanos glaucomatosos (Wang y col., 2001). ELAM-1 
es un marcador de placas ateroscleróticas en la vasculatura y representa una respuesta 
protectora celular contra el daño oxidativo. Estos datos iniciales llevaron a la investigación 
de daño oxidativo al ADN en el trabeculado, observándose un incremento significativo en los 
niveles de 8- hidroxideoxiguanosina que correlaciona con la presión intraocular (Izzotti y col., 
2003). Sacca y colaboradores (2005), mostraron una correlación positiva entre el daño 
oxidativo en el ADN del trabeculado, daño en el campo visual y la presión intraocular en 
pacientes con glaucoma de ángulo abierto. 
Numerosos autores han documentado la existencia de estrés oxidativo y nitrosativo 
en el glaucoma, ya sea en términos de actividad de las enzimas antioxidantes, de niveles de 
antioxidantes no enzimáticos y de marcadores de peroxidación lipídica en distintas 
estructuras oculares (Izzotti y col., 2003). Trabajos recientes han demostrado que en el 
humor acuoso de pacientes con glaucoma se produce un aumento significativo de los 
marcadores de daño oxidativo y una disminución de los antioxidantes no enzimáticos 
(Ferreira y col., 2004; Ferreira y col., 2009). Engin y colaboradores (2010), mostraron que en 
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el suero de pacientes con glaucoma se encontraban productos de degradación oxidativa, 
alteraciones en los antioxidantes enzimáticos y en los niveles de vitamina E, que difieren en 
forma significativa de los hallados en los sueros de controles. Se han documentado 
alteraciones de parámetros oxidativos en diferentes modelos experimentales de glaucoma 
(Ferreira y col., 2010; Moreno y col., 2004). Por otra parte, las especies activas del nitrógeno 
pueden ser mediadoras en la muerte de células ganglionares de la retina en el glaucoma 
(Kumar y Agarwal, 2007). 
La hipertensión ocular crónica en modelos animales induce a una patología dendrítica 
en el núcleo geniculado lateral del cerebro (Crawford y col., 2001; Yücel y col., 2000; Weber 
y col., 2000) y algunos autores han documentado cambios histopatológicos a nivel cerebral 
en estudios post mortem en seres humanos (Gupta y col., 2006). La presencia de 
aminoácidos nitrosilados en las células endoteliales de los vasos sanguíneos del núcleo 
geniculado lateral indica que estas células son objetivos de daño inducido por estrés 
nitrosativo (Luthra y col., 2005). 
La degeneración transneuronal se ha demostrado en el sistema nervioso central para 
diferentes enfermedades neurodegenerativas, incluyendo la enfermedad de Alzheimer y el 
glaucoma (Su y col., 1997; Yücel y col., 2001). La degeneración y muerte neuronal en el 
glaucoma se ha documentado tanto a nivel del núcleo geniculado lateral como en la corteza 
cerebral (Crawford y col., 2001; Gupta y col., 2006; Tezel, 2006). 
10. Modelos animales
Desde hace varias décadas, la comunidad científica internacional ha reconocido el uso 





similitud de un proceso patológico en animales de experimentación, aún con diferencias 
respecto del humano, contribuye significativamente a la comprensión de un proceso en su 
contraparte humana. Los modelos animales permiten estudiar los mecanismos, evaluar los 
cambios y probar fármacos antes de que sean aprobados para el uso en humanos. Estudios 
realizados con modelos animales pueden ayudar a entender los mecanismos de la formación 
y evacuación del humor acuoso, así como el mantenimiento de la homeostasis de la presión 
intraocular. 
Los modelos animales incluyen animales grandes como los monos (Rasmussen y Kaufman, 
2005), perros (Gellat y col., 1981), gatos (Brooks, 1990) y cerdos (Ruiz-Ederra, 2005) o 
animales pequeños tales como los roedores (Shareef y col., 1995) (Tabla 1). El glaucoma en 
estos animales puede ser espontaneo o inducido. 
En el año 1974 Gaasterland y Kupfer, desarrollaron el primer modelo de láser en 
primates, que ha sido ampliamente utilizado con posterioridad, por otros autores. Al igual 
que en humanos, tras realizar una trabeculoplastia con láser de argón, se produce una 
elevación transitoria de la presión intraocular. Este procedimiento tiene como 
inconvenientes que genera una midriasis fija y las fluctuaciones muy grandes en las 
presiones intraoculares por lo son necesarias varias sesiones de láser para obtener 
elevaciones continuas de las presiones. A pesar de estas dificultades los primates han sido 
utilizados muy ampliamente para mejorar los indicadores clínicos de daños iniciales en el 
nervio óptico en glaucoma. 
La aparición del ratón DBA/2J, que desarrolla un aumento paulatino de la PIO 





de estudios con el fin de establecer la existencia de homologías con algún tipo de glaucoma 
en humanos. Sin embargo existen factores como el reducido tamaño del globo ocular o la 
ausencia de lámina cribosa que limitan el uso de estos animales para ciertos estudios. 
Un gran avance en el estudio del glaucoma experimental fue impulsado por el 
desarrollo de modelos de glaucoma en ratas. Las ratas comparten ciertas características 
anatómicas (Daimon y col., 1997; Van Der Zypen, 1977) y de desarrollo (Remé y col., 1983) 
de la cámara anterior similares a lo de los humanos, especialmente en lo referente a la vía 
del flujo del humor acuoso. Entre los modelos de hipertensión ocular en ratas se pueden 
mencionar: el de inyección de solución salina hipertónica en las vena epiesclerales de ratas 
Brown Norway (Morrison y col., 1997), el de inyección de ácido hialurónico intracameral 
(Moreno y col., 2005), el de fotocoagulación translímbica (Levkovitch- Verbin y col., 2002) y 
el de cauterización de las venas epiesclerales (Shareef y col., 1995) entre otros. Este último 
modelo permite mantener íntegra la estructura de la trabécula no afectando tampoco el 
nervio ciliar, como sucede en el modelo de láser. Además, la presión intraocular se puede 
mantener elevada hasta 6 meses, lo que para la vida de la rata supone la cuarta parte de su 
existencia.  
Vecino, en el año 2008, realizó una recopilación de los diferentes modelos animales 







Tabla 1. Modelos animales utilizados para el estudio del glaucoma 
Animal Modelo utilizado Referencia 
Mono Espontáneo Dawson y col. 1993 
Fotocoagulación con láser del trabeculado Gaasterland  y Kupfer, 1974 
Perros Espontáneo Gellat y col., 1981 
Gatos Espontáneo Brooks, 1990 
Cerdos Cauterización de venas epiesclerales Ruiz -Edebra, 2005 
Ratas Cauterización de venas epiesclerales Shareef y col., 1995 
Ligadura de Venas epiesclerales Su y col.,2006 
Fotocoagulación con láser de la región translímbica Levkovitch- Verbin y col., 2002 
Inyección de solución salina hipertónica en las vena
epiesclerales  
Morrison y col., 1997 
 Inyección de ácido hialurónico intracameral Moreno y col., 2005 
Ratones  Línea genéticamente estandarizada DBA/2J John y col., 1998 
Garcia Valenzuela y colaboradores (1995), utilizando el modelo de Shareef, describieron 
por primera vez que las células ganglionares de la retina en el glaucoma morían siguiendo una 
muerte programada, denominada apoptosis. Este modelo experimental de glaucoma, por 
tanto, reproduce el factor de riesgo más importante (la presión intraocular) y también genera 
daño en el nervio óptico, lo que puede permitir evaluar los cambios en el perfil oxidativo a 
nivel ocular y cerebral en esta patología. 
La ventaja de reproducir la patología humana en un modelo experimental es el acceso 
a diferentes muestras de tejidos oculares en diferentes estadios de la enfermedad. El avance 
en el tratamiento del glaucoma ha venido asociado al desarrollo de modelos animales al 
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igual que el avance en el diagnóstico del glaucoma ha venido acompañado del avance 
tecnológico. El uso de modelos experimentales en el glaucoma puede producir importantes 
avances en el conocimiento de los mecanismos patológicos en esta enfermedad y puede 
permitir el desarrollo de una terapia neuroprotectora. 
11. Neuroprotección
Las estrategias de tratamiento dirigidas a prevenir la muerte neuronal se denominan 
neuroprotección (Caprioli, 1997; Osborne, 1999). En lo que respecta al glaucoma, la 
neuroprotección se refiere a cualquier intervención para prevenir el daño en el nervio óptico o la 
muerte celular. El fundamento del tratamiento es que los agentes neuroprotectores, que actúan 
como antagonistas farmacológicos, previenen el daño del nervio óptico y la muerte celular, por lo 
tanto, preservan la visión en los pacientes con glaucoma. 
Como la patogénesis del glaucoma involucra varios factores, uno de los cuales es el 
estrés oxidativo, una dieta con antioxidantes o la suplementación con vitaminas puede 
resultar beneficiosa. La utilización de antioxidantes de origen natural para la prevención y 
protección del daño oxidativo está siendo ampliamente revisada. Todavía existe un gran 
debate acerca del valor de la suplementación con antioxidantes en enfermedades oculares 
como el glaucoma (Bartlett y Eperjesi, 2004). Se han publicado algunos trabajos en los que se 
sugieren que el uso del té verde, té negro (Ritch, 2005) o el Ginko biloba (Ritch, 2000) 
pueden tener un valor terapéutico en el tratamiento de esta patología. 
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La evaluación del daño glaucomatoso a nivel de distintas estructuras oculares y 
cerebrales a medida que transcurre la enfermedad y su posible prevención mediante la 
utilización de antioxidantes ofrece un abordaje terapéutico innovador en esta patología. 
Algunos antioxidantes utilizados ampliamente en clínica son de origen sintético, 
como puede ser el ácido lipóico que ha sido utilizado en diferentes patologías tales como 
diabetes, enfermedades hepáticas, enfermedades cardiacas, aterosclerosis y en personas 
que realizan ejercicio físico intenso (Ghibu y col. ; 2008).  
12. Ácido α-lipoico
El ácido α-lipoico (AL) es un derivado del ácido octanoico, que fue aislado e 
identificado químicamente en 1951 por Lester Reed y sus colegas. El ácido α-lipoico es un 
compuesto disulfuro natural sintetizado en el hígado y otros tejidos, que también se 
encuentra naturalmente en la dieta humana; en algunas frutas y verduras (espinaca, tomate, 
brócoli, etc) y en los tejidos animales con alta actividad metabólica como el corazón y el 
hígado. Se presenta en 2 estructuras enantioméricas R y S, siendo únicamente la forma R 
esencial en sistemas biológicos. 
 El aislamiento del ácido α-lipoico condujo a un interés sin precedentes en la 
investigación básica debido a su papel como coenzima en el metabolismo de la energía y 
como modulador del estado redox celular. La forma oxidada es un disulfuro cíclico y la forma 






Figura 9. Mecanismo de óxido-reducción del ácido-α-lipoico 
El ácido α-lipoico, es cofactor de cuatro complejos enzimáticos ubicados 
exclusivamente en las mitocondrias, es esencial para la producción de energía y la regulación 
del metabolismo de carbohidratos y proteínas. 
El ácido α-lipoico se presenta tanto en plantas como en tejidos animales en pequeñas 
cantidades, por lo que su biodisponibilidad es baja. Han sido extensamente revisados la 
farmacología del ácido α-lipoico, así como sus efectos en varias enfermedades (Patel y 
Packer, 2008; Shay y col., 2009). Su función ha sido descripta en el ámbito de: a) la actividad 
antioxidante, b) quelante de metales, c) respuestas transcripcionales, relacionadas con la 
inflamación, la inducción de enzimas de fase II, y d) las respuestas de señalización celular, 
especialmente en términos de metabolismo de glucosa y la función cardiovascular (Patel y 
Packer, 2008; Shay y col., 2009). Los efectos del ácido α-lipoico pueden ser 
mecanisticamente explicados en términos de reacciones de la oxido- reducción –SH/-SS- que 
modulan el entorno redox y el estado energético. El ácido α-lipoico regenera otros 
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antioxidantes tales como las vitaminas E y C e incrementa los niveles de glutatión 
intracelular (Figura 10) 
Figura 10. Mecanismo mediante el cual el ácido dihidrolipoico es capaz de regenerar 
diferentes antioxidantes. GSH: glutatión reducido; GSSG: glutatión oxidado; ROO.: radical 
peroxilo, ROOH: hidroperóxido orgánico. 
El ácido α-lipoico provee regulación redox de proteínas y factores de transcripción. 
Además tanto la forma oxidada (ácido α-lipoico) como la reducida (ácido dihidrolipoico), son 
capaces de atrapar las especies activas del oxígeno y nitrógeno (Zhang y col., 2008), reparar 
las proteínas oxidadas y lípidos (Zhang y col., 2006). El ácido α-lipoico ha sido utilizado para 
aliviar el estrés oxidativo en enfermedades como la retinopatía diabética y neuropatía 
(Zhang y col., 2006; Khan y Suzuki, 2010). 
El entorno redox –SH-/-SS- extracelular (determinado por la cupla cisteína/cistina) 
modula la proliferación, la apoptosis, la adhesión de moléculas celulares y las señales 
proinflamatorias. El ácido α-lipoico puede modular el estado redox extracelular ya que el 





de esta última por la célula a través del sistema transportador alanina-serina-cisteína (ASC) y 
consecuentemente puede estimular la síntesis de glutatión (Han y col., 1997). El transporte 
celular del ácido α-lipoico ocurre por varios sistemas, como el transportador de cadenas 
medianas de ácidos grasos, de vitaminas dependientes de sodio o el transportador de 
monocarboxilato unido a hidrógeno para la toma intestinal. La reducción celular de ácido 
lipoico a dihidrolipoico la realizan las enzimas dependientes de NADPH como la tioredoxina 
reductasa, la lipoamida deshidrogenasa y la glutatión reductasa (Packer y Cadenas; 2010). 
El estado redox intracelular esta usualmente determinado por los pares GSH/GSSG, 
tioredoxina reducida/tioredoxina oxidada y cisteína/cistina y su habilidad para modular las 
moléculas de cisteína y metionina en las proteínas. La participación del ácido α-lipoico en el 
mecanismo de óxido-reducción –SH-/-SS- es una de las bases de la modulación redox de las 
señales celulares y de transcripción. 
13. El ácido α-lipoico y el cerebro 
Las especies activas del oxígeno están involucradas en numerosas de condiciones 
patológicas crónicas en el cerebro y en los tejidos neuronales. El cerebro es uno de los 
órganos metabólicamente más activos con una velocidad de consumo de oxígeno de 35 
mL/min.kg (Mc Ardle y col, 1986). Las membranas del cerebro y el tejido nervioso son ricas 
en ácidos grasos poliinsaturados, y su nivel de antioxidantes es de alguna manera menor que 
el de otros tejidos (Packer y col., 1997). 
Los antioxidantes que se acumulan en el cerebro y en tejido neuronales son 
potenciales candidatos para la prevención y el tratamiento de desórdenes que involucran el 
daño oxidativo durante la progresión de la enfermedad. En particular los antioxidantes 
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tiólicos, resultan buenos candidatos para el uso patologías cerebrales, ya que el glutatión es 
depletado en condiciones como la isquemia-reperfusión y la enfermedad de Parkinson y su 
disminución puede llevar al daño neuronal. 
Existen muy pocas estrategias neurofarmacológicas disponibles para el tratamiento 
de desórdenes cerebrales donde participan las especies activas del oxígeno. El glutatión 
podría ser el antioxidante cerebral ideal para tratar varias enfermedades 
neurodegenerativas, pero no puede ser absorbido de la dieta. Otra alternativa, los esteres 
del glutatión son absorbidos pero no aumentan el glutatión cerebral (Anderson y col., 1985). 
La N-acetil cisteína que provee cisteína para la síntesis de glutatión es bien absorbida y 
transportada (Holdiness, 1991), es otro candidato adecuado, pero genera múltiples efectos 
adversos (Flanagan y Meredith, 1991). Varios estudios en animales y preliminares en 
humanos indican que el ácido α-lipoico puede ser efectivo en numerosos desordenes 
neurodegenerativos (Packer y col., 1997). 
El ácido α-lipoico se absorbe de la dieta y atraviesa la barrera hematoencefalica, es 
tomado por las células y reducido a dihidrolipoico, que puede ser exportado al medio 
extracelular, dando protección al medio intra y extracelular (Podda y col., 1994). Tanto el 
ácido α-lipoico como el dihidrolipoico son potentes antioxidantes, por tanto el ácido α-
lipoico puede resultar una sustancia ideal en el tratamiento de desórdenes del sistema 
nervioso central. Varios estudios muestran sus efectos protectores en la isquemia-
reperfusión (Cao y Phillis, 1995), la injuria al cerebro por aminoácidos neuroexcitatorios 
(Muller y Krieglstein, 1995; Greenamyre y col., 1994), la disfunción mitocondrial (Santos y 





El ácido α-lipoico es necesario para el metabolismo antioxidante normal, y su 
administración exógena tiene propiedades reductoras por la modificación de los cocientes 
de NADH/NAD+ y NADPH/NADP+. Además, puede aumentar los niveles de glutatión 
intracelular del 30 % al 70 % (Han y col., 1995), inhibir la activación de NFkB y AP-1 (Sen y 
Packer, 1996), eliminar óxido nítrico y reducir la peroxidación lipídica (Packer, 1992).  
Numerosos estudios clínicos y experimentales señalaron el uso del ácido α-lipoico 
como un agente terapéutico para las lesiones por isquemia-reperfusión a nivel cerebral y 
también se ha usado en el tratamiento de las enfermedades neurodegenerativas (Packer y 
col., 1995)  
Las propiedades antioxidantes del ácido α- lipoico y sus interacciones con otros 
antioxidantes como la vitamina E, el ácido ascórbico y el glutatión, resultan un campo 
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Hipótesis de la investigación 
La hipótesis de este trabajo es que en un modelo experimental de glaucoma, se 
produce una variación en el entorno redox en distintas estructuras oculares y cerebrales y 
que estos cambios pueden ser revertidos por la utilización de una terapia antioxidante. 
Objetivos de la investigación 
Los objetivos generales de este trabajo fueron evaluar las alteraciones que se 
producen en el entorno redox en el ojo (superficie ocular, humor vítreo, humor acuoso, 
cabeza del nervio óptico), cerebro y estructuras cerebrales (núcleo geniculado lateral y 
corteza visual primaria) de ratas sometidas a un modelo experimental de glaucoma y 
evaluar el posible efecto neuroprotector del ácido lipoico. 
Los objetivos particulares a alcanzar fueron los siguientes: 
En el ojo de ratas sometidas al modelo experimental de glaucoma y de ratas controles 
 Evaluar el balance oxidativo en la superficie ocular mediante la quimioluminiscencia.
 Analizar los niveles de antioxidantes hidrosolubles en humor acuoso y humor vítreo.
 Estudiar el daño oxidativo a lípidos y los niveles de nitritos en homogeneizados de la
cabeza del nervio óptico
 Relacionar el nivel de daño oxidativo en los lípidos de la cabeza del nervio óptico y
los niveles de antioxidantes hidrosolubles en el humor vítreo.
En el homogeneizado de cerebro, de ratas sometidas al modelo experimental de glaucoma 
y de ratas controles 
 Analizar el estado redox mediante la determinación de la quimioluminiscencia.
 Estudiar el daño oxidativo a proteínas y los niveles de nitritos y determinar la
actividad de NADPH oxidasa.
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 Determinar las actividades de las enzimas: superóxido dismutasa, catalasa, glutatión
peroxidasa, glutatión reductasa, tioredoxina reductasa y glucosa-6-fosfato
deshidrogenasa.
 Evaluar los niveles de antioxidantes liposolubles (vitamina E) e hidrosolubles
(capacidad antioxidante total, niveles de ácido ascórbico y glutatión total).
En homogeneizado de núcleo geniculado lateral, de las ratas correspondientes a los 
distintos grupos experimentales.  
 Evaluar la injuria oxidativo a lípidos, proteínas y los niveles de nitritos
 Determinar las actividades de las enzimas: superóxido dismutasa, catalasa, glutatión
peroxidasa, glutatión reductasa y tioredoxina reductasa.
 Evaluar los niveles de antioxidantes hidrosolubles (capacidad antioxidante total y
nivel de glutatión total)
 Estudiar el efecto protector generado por la administración de ácido α- lipoico sobre
los marcadores de estrés oxidativo descriptos previamente en los animales
pertenecientes a los grupos control y glaucoma.
En homogeneizado de corteza visual primaria de las ratas correspondientes a los distintos 
grupos experimentales.  
 Evaluar el daño oxidativo a lípidos, proteínas y los niveles de nitritos y la actividad de
NADPH oxidasa
 Determinar las actividades de las enzimas: superóxido dismutasa, catalasa, glutatión
peroxidasa, glutatión reductasa, tioredoxina reductasa y la glucosa-6-fosfato
deshidrogenasa
 Estudiar los niveles de antioxidantes hidrosolubles (capacidad antioxidante total )
 Analizar el entorno redox mediante la determinación de las concentraciones de
glutatión oxidado y reducido.
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 Estudiar el efecto protector generado por la administración de ácido α-lipoico sobre
los marcadores de estrés oxidativo descriptos previamente en los animales
pertenecientes a los grupos control y glaucoma.
MATERIALES Y MÉTODOS 
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1. Animales de experimentación
Se utilizaron ratas hembra de la cepa Wistar de 200 ± 50 g de peso. Los animales 
fueron provistos por el bioterio central de la Facultad de Farmacia y Bioquímica, 
Universidad de Buenos Aires. 
 Los animales fueron mantenidos bajo condiciones de temperatura y humedad 
controladas, con ciclos de luz-oscuridad de 12 horas y con acceso a una dieta convencional y 
agua sin restricciones. 
Todos los procedimientos y manejo de las ratas se realizaron de acuerdo a la 
declaración para el uso de animales en investigaciones en oftalmología de ARVO 
(Association for Research in Vision and Ophthalmology) y la guía de principios para la 
investigación biomédica con animales (2012) elaborada por el Consejo de Organizaciones 
Internacionales de las Ciencias Médicas (CIOMS) y el Consejo Internacional para las Ciencias 
del Animal de Laboratorio (ICLAS). 
2. Modelo experimental de glaucoma
Se utilizó un modelo de hipertensión ocular crónica que resulta de la cauterización 
de dos de las cuatro venas epiesclerales del ojo izquierdo (Shareef y col., 1995) de ratas 
Wistar que fueron operadas bajo un microscopio con una luz coaxial. Los animales se 
anestesiaron con una mezcla de ketamina (50 mg/kg) y xilazina (0,5 mg/kg) administrada 
por vía intraperitoneal. Un blefaróstato fue especialmente diseñado para el ojo de rata de 
forma de retraer los párpados y facilitar la cirugía. Se utilizaron pinzas atraumáticas y tijeras 
Vannas para abrir la conjuntiva y exponer las venas del limbo. Se utilizó una espátula de 




ciclodiálisis para levantar suavemente la vena de la esclera subyacente y se empleó un 
cauterio oftálmico para la cauterización. Se tuvo especial cuidado para evitar dañar la 
esclera. Las ratas a las cuales se les cauterizaron dos de las cuatro venas epiesclerales del 
ojo izquierdo se les asignó el nombre de grupo de glaucoma. Luego de la cauterización, se 
observó una retracción sin sangrado. Los animales del grupo control fueron sometidos al 
mismo procedimiento quirúrgico, pero sin llevar a cabo la cauterización. A los 7, 15, 30, 45 y 
60 días posteriores a la cirugía, los animales fueron anestesiados como se describió 
anteriormente, los ojos fueron enucleados y el cerebro cuidadosamente removido del 
cráneo. Para el capítulo 1 se trabajó con los ojos enucleados como se describe más 
adelante. Para los experimentos de los capítulos 2, 3 y 4 se separaron del cerebro la corteza 
visual primaria y el núcleo geniculado lateral.  
3. Tratamiento con ácido α-lipoico 
 Se trabajó con 24 ratas Wistar las cuales fueron divididas azarosamente en 2 grupos: 
grupo control (C) y grupo glaucoma (G), que fueron sometidos a los procedimientos 
quirúrgicos indicados con anterioridad. Los animales de cada uno de los grupos fueron 
divididos nuevamente azarosamente en otros 2 grupos, siendo la mitad de los animales de 
los grupos control y glaucoma inyectados con una dosis de 100 mg/kg peso de ácido α-
lipoico y la otra mitad con solución fisiológica por vía intraperitoneal durante los 7 
posteriores a la cirugía. Para el tratamiento con ácido α-lipoico se utilizó una formulación 
farmacéutica en forma de inyectable que presentó una concentración de 25 mg de ácido α-
lipoico/ mL provista por el laboratorio Gador. De esta forma se constituyeron 4 grupos: 
grupo control (C), grupo control tratado con 100 mg ácido α-lipoico / kg peso (CL), grupo 




glaucoma (G) y grupo glaucoma tratado con 100 mg ácido α-lipoico/ kg de peso (GL). A los 7 
días los animales de todos los grupos fueron sacrificados, los ojos enucleados y el cerebro 
cuidadosamente removido. 
4. Evaluación de la presión intraocular 
 La presión intraocular (PIO) se midió con un tonómetro aplanático de mano Tonopen 
XL (Mentor, Norwell, MA, EE.UU.). Todas las determinaciones de la PIO se realizaron en 
ratas no anestesiadas según descripto previamente (Moore y col., 1995). Los animales 
fueron colocados en contenedores especiales para inmovilizarlos y permitir la exposición de 
la cabeza de forma de poder registrar la PIO sin anestesiar a los animales. Los párpados se 
abrieron con cuidado para evitar la compresión de los ojos luego de instilar proparacaína 
tópica, el tonómetro fue colocado sobre la córnea. Quince lecturas fueron tomadas y 
promediadas para cada registro. Para realizar las lecturas, el instrumento se colocó en 
forma perpendicular a la córnea. Las mediciones de la PIO se realizaron antes y después del 
procedimiento quirúrgico, y a los 0, 7, 15, 30, 45 y 60 días del mismo. Los resultados fueron 
expresados en mmHg. 
5. Quimioluminiscencia in vivo 
 La quimioluminiscencia in vivo de los ojos de las ratas fue medida en un contador de 
fotones (Johnson Research Foundation Photon Counter, University of Pensylvania, 
Philadelphia, PA) (Boveris y col., 1980a; Cadenas y Sies, 1984; Llesuy y col., 1990). 
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El contador de fotones (Figura 11) está compuesto por los siguientes módulos: una 
cámara de medida, un fotomultiplicador con un sistema adecuado de enfriamiento, una 
fuente de alto voltaje, un amplificador-discriminador y un registrador. 
La cámara de medida es una caja oscura, convenientemente termostatizada, que se 
encuentra conectada a un fotomultiplicador por una barra de lucita de 22 cm de largo y 5 
cm de diámetro que sirve como guía de luz. Esta barra funciona también como aislante 
térmico entre la cámara y el fotomultiplicador, que se encuentra a -18 C. 
Un obturador mecánico que se acciona desde el exterior permite abrir o cerrar el 
paso de luz desde la cámara hacia la guía óptica. 
El fotomultiplicador utilizado (EMI 9658 B tipo S-20) consta de un fotocátodo 
bialcalino compuesto de una aleación de cesio y antimonio, que lo hace sensible a un rango 
de longitudes de onda entre 300 y 900 nm. Este equipo presenta una señal intrínseca o 
corriente oscura, que es proporcional al voltaje aplicado aún en ausencia de luz incidente. 
Por esta razón se selecciona el voltaje de trabajo para obtener una relación óptima señal/ 
corriente oscura para una determinada emisión. 
La necesidad de enfriar el fotomultiplicador para obtener bajas emisiones reside en 
el hecho de que la corriente oscura del fotocátodo depende de la temperatura. Por lo tanto, 
el fotomultiplicador se mantiene a -18 C por medio de un enfriador termoeléctrico (EMI-
Gencom, modelo FACT 50, MK III). 
El voltaje de entrada es provisto por una fuente de alto voltaje (Ortec, modelo 426) 
que posee un rango de 0 a 3 kV. 
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El pulso obtenido a la salida del fotomultiplicador pasa a través del amplificador-
discriminador (Princeton-Applied Research, modelo 1121). Una vez amplificado, el 
discriminador selecciona la señal propiamente dicha del ruido proveniente del 
fotomultiplicador y del mismo amplificador. 
La señal de salida es tomada por contador de frecuencias (Heathkit IB 1100, Heath, 
Benton Harbour, MI) y en una computadora a fin de obtener un registro continuo de la 
emisión en el tiempo (Boveris y col., 1985; Llesuy y col., 1994). 
Los animales fueron anestesiados con una mezcla de ketamina/ xilazina en una dosis 
de 50 mg/kg de peso corporal para la ketamina y 0,5 mg/ kg de peso corporal para la 
xilazina. La vía de administración fue intraperitoneal. 
Los ojos de los animales fueron examinados por un oftalmólogo antes de colocar al 
animal en la cámara de medida con la finalidad de descartar cualquier lesión en la superficie 
ocular antes del experimento. El ojo expuesto del animal se mantuvo abierto con un abridor 
de párpado de aluminio especialmente diseñado para tal fin. 
Para determinar específicamente la quimioluminiscencia del ojo, se cubrió el cuerpo 
del animal con papel de aluminio al que se le hizo una ventana de manera de permitir la 
exposición del ojo únicamente. 
Después de colocar al animal en la cámara de medida, se registró la emisión basal 
con el obturador cerrado. Luego se expuso el ojo del animal al fototubo, se abrió el 
obturador de manera de medir la quimioluminiscencia espontánea del órgano. Estas 
medidas se realizaron durante un minuto. La diferencia entre las dos determinaciones 




dividida el área expuesta permite expresar los resultados en cuentas por segundo (cps) por 
cm2 de superficie. El mismo procedimiento de medida se utilizó para ambos ojos. 
 En la Figura 11 se muestra un esquema del aparato utilizado para medir la 
quimiolumniscencia. 
 
Figura 11. Esquema del contador de fotones utilizado para la medida de la 
quimioluminiscencia in vivo. 
6. Preparación de las muestras 
 Las muestras correspondientes a las diferentes estructuras oculares se separaron de 
acuerdo a la metodología que se detalla a continuación. El humor acuoso fue obtenido por  




punción del ojo con una jeringa de tuberculina y una aguja 30 G para acceder a la cámara 
anterior a través del limbo esclero-corneal. El humor vítreo fue extraído por aspiración con 
jeringa luego de realizar un corte sagital del ojo. La cabeza del nervio óptico fue seccionada 
luego de la separación de la retina teniendo especial cuidado en que no quedaran restos de 
coroides  
 El núcleo geniculado lateral y la corteza visual primaria fueron cuidadosamente 
separados del cerebro e inmediatamente se prepararon los homogeneizados de estos 
tejidos. 
7. Preparación de los homogeneizados 
 Las muestras de los diferentes tejidos se homogeneizaron en un buffer fosfato 30 
mM y KCl 120 mM (pH 7,40) manteniendo una proporción 20 % P/V. Los homogeneizados 
se centrifugaron a 2500 rpm durante 10 minutos a 4 °C para descartar los núcleos y los 
residuos celulares. El sobrenadante resultante de la centrifugación fue lo que se denominó 
homogeneizado de cerebro (Travacio y col., 2000). 
8. Sustancias reactivas al ácido tiobarbitúrico (TBARS) 
 Las reacciones en cadena que ocurren durante la oxidación de los lípidos conducen a 
la formación de hidroperóxidos, los cuales se descomponen en varios productos 
secundarios como el malondialdehido (MDA) que sirve como un índice para la 
determinación de la extensión de la reacción de peroxidación. Este compuesto se une al 
ácido tiobarbitúrico formando una base de Schiff por lo que se puede evaluar por medio de 
una técnica espectrofotométrica (Figura 12). 
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Figura 12. Reacción entre el malondialdehido (MDA) y el ácido tiobarbitúrico (TBA) para 
formar el aducto MDA-TBA. 
El medio de reacción consistio en 1 mL de muestra o de buffer (blanco), 100 L de 
butil hidroxitolueno 0,18 M y 1 mL de tricloroacético 1,22 M para precipitar las proteínas. Se 
centrifuga por 10 minutos a 3000 g y se le agrega al sobrenadante 1 mL de ácido 
tiobarbitúrico 0,0486 M. Finalmente se calienta la mezcla 1 hora a 100 °C. 
Los TBARS se midieron a 532 nm, utilizando un espectrofotómetro (Hitachi, Tokyo, 
Japón). El coeficiente molar de extinción ( = 156 mM-1cm-1) permite calcular la 
concentración de malondialdehido (Yagi, 1976). Los resultados se expresan en nmol/mg 
proteína. 
9. Quimioluminiscencia de homogeneizados de cerebro. Determinación del balance redox
La quimioluminiscencia espontánea provee una determinación cuantitativa de la 
concentración en estado estacionario de especies excitadas que emiten luz en el proceso de 
volver a su estado basal. La emisión de luz indica la generación de especies activas del 
oxígeno durante el proceso de lipoperoxidación, e involucra una serie de reacciones de 
fotoemisión. Durante las reacciones de terminación, los radicales peroxilos pueden originar 
 MDA    TBA  ADUCTO MDA-TBA 
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moléculas tales como el oxígeno singulete o carbonilos excitados que son responsables de 
la fotoemisión (Boveris y col., 1980a). Dicha emisión, por tanto se relaciona con la 
concentración de las especies activas del oxígeno y da idea del balance de 
prooxidantes/antioxidantes presentes en la muestra. 
La quimioluminiscencia de homogeneizados de cerebro se determinó en un 
contador de centelleo líquido marca Packard Tri-Carb modelo 3320 con el circuito de 
coincidencia desconectado, a temperatura ambiente (Lissi y col., 1988). El medio de 
reacción consistió en una dilución 1/8 de los homogeneizados de cerebro en un buffer 
fosfato 30 mM, 120 mM de KCl (pH=7,40) en un volumen final de 4,0 mL a temperatura 
constante (Lissi y col., 1986). Las mediciones se continuaron durante una hora. Los 
resultados se expresan en cpm/ mg de proteína. 
10. Determinación indirecta de los niveles de óxido nítrico (NO). Niveles de nitritos.
Los niveles de NO se determinaron de manera indirecta a partir de la medida de 
nitritos utilizando una técnica espectrofotométrica que se fundamenta en la utilización del 
reactivo de Griess. La reacción se basa en la formación de un cromóforo por la reacción de 
sulfanilamida con nitrito en medio ácido, seguido de un acoplamiento con aminas bicíclicas 
como la naftiletilendiamina (Figura 13). 





Figura 13. Reacción de la sulfanilamina con el nitrito seguido del acoplamiento con la 
naftilendiamina para formar el cromoforo que absorve a 550 nm. 
 El medio de reacción consistió en 0,5 mL de la premezcla de Griess (sulfonilamina 58 
mM, naftiletilendiamina 3,86 mM) y 0,5 mL de homogeneizado. Se realizó una curva de 
calibración utilizando como patrón nitrito de sodio en concentración de 0-15 µM. Se hizo la 
lectura espectrofotométrica a 550 nm (Ding y col., 1988). Los resultados se expresan en µM. 
11. Determinación de proteínas oxidadas  
El contenido de grupos carbonilos es el indicador más general y más comúnmente 
utilizado como marcador de oxidación de proteínas (Levine y col., 1990). Un ensayo 
altamente sensible para la detección de carbonilos proteícos es la derivatización de los 
grupos carbonilos con la 2,4-dinitrofenilhidrazina (DNPH) que lleva a la formación de un 
producto estable que es la 2,4-dinitrofenilhidrazona (DNP) (Figura 14). 
RR'C=O   +   C6H3(NO2)2NHNH2                   C6H3(NO2)2NHNCRR' +    H2O  
                            DNPH                                                                      DNP 
Figura 14. Reacción de derivatización de los grupos carbonilos con la 2,4-








 La determinación se efectuó mezclando 1 mL de homogeneizado con 4 mL de DNPH 
10 mM. Se incubó 1 hora a temperatura ambiente en la oscuridad agitando cada 10 
minutos. Se precipitaron las proteínas presentes en la muestra, primeramente con 
tricloroacético (TCA) al 20 % P/V y posteriormente con tricloroacético al 10 % P/V, y se 
centrifugó 5 minutos a 2500 rpm. A continuación se le agregó al pellet 4 mL de una mezcla 
de etanol-acetato de etilo en partes iguales para extraer el DNPH en exceso. Esta operación 
se repitió 3 veces centrifugándose durante 3 minutos a 2000 rpm luego de cada extracción. 
Finalmente el pellet se disolvió en guanidina 6 M. El contenido de carbonilos se determinó 
midiendo la absorbancia a 360 nm (Levine y col., 1990). Los resultados se expresan en 
nmol/ mg de proteína. 
12. Determinaciones enzimáticas 
 Todas las determinaciones enzimáticas se realizaron por técnicas 
espectrofotométricas empleando un espectrofotómetro Hitachi U- 2000 (Hitachi Ltd, Japón) 
a excepción de la NADPH oxidasa cuya actividad se determinó por medio de una técnica 
luminiscente utilizando un luminómetro de placa Labsystem Luminoskan. 
 Las determinaciones listadas a continuación se realizaron en las diferentes muestras. 
12.1. Actividad de NADPH oxidasa  
 La quimioluminiscencia permite la medición altamente sensible de la actividad de la 
NAPDH oxidasa (NOX). En esta técnica, se añade el sustrato NADPH a una muestra de tejido 
que contiene la NADPH oxidasa. La enzima genera anión superóxido que reacciona con la 




lucigenina pudiéndose medir la luminiscencia generada que resulta directamente 
proporcional a la actividad de la NADPH oxidasa. 
 La actividad de la NADPH oxidasa se determinó en homogeneizados de tejido 
mediante el monitoreo de la producción de superóxido determinado a través de la 
quimioluminiscencia de la lucigenina. Se diluyeron 10 µL (50 µg de proteína) de muestra en 
210 µL de un buffer fosfato 50 mM, EGTA 1mM, sacarosa 150 mM pH 7,40. Se le 
adicionaron 10 µL de lucigenina (125 mM) y se midió la quimioluminiscencia, en unidades 
arbitrarias (UA), en un luminómetro de placa (Labsystem Luminoskan). Este valor de 
quimioluminiscencia correspondió al blanco. Luego se adicionó el sustrato NADPH (100 
µM), y se midió nuevamente la quimioluminiscencia a intervalos de 15 segundos por tres 
minutos. La especificidad de la técnica se confirmó mediante el agregado de superóxido 
dismutasa (200 unidades/mL). Los resultados se expresan en unidades arbitrarias (UA)/mg 
de proteína (Vaquero y col., 2004). 
12.2. Actividad de superóxido dismutasa 
 El método se basa en la inhibición de la autoxidación de la adrenalina en medio 
alcalino y se fundamenta en el hecho que dicha oxidación genera una reacción en cadena 
en la cual uno de los intermediarios es el anión superóxido y cuyo producto final es el 
adrenocromo, que es coloreado y puede detectarse espectrofotométricamente (Figura 15). 





Figura 15. Autoxidación de la adrenalina en medio alcalino para dar el adenocromo. 
 La superóxido dismutasa (SOD) presente en la muestra en estudio compite por el 
anión superóxido con el sistema de detección (Misra y Fridovich, 1972). Al no poder 
cuantificarse la concentración de enzima o su actividad en términos de cantidad de sustrato 
por unidad de tiempo, se utilizan unidades relativas para expresar su actividad. Una unidad 
(U) de superóxido dismutasa se define como la cantidad de enzima que inhibe en un 50 % la 
velocidad de formación del adenocromo. 
 La actividad de la enzima fue determinada midiendo la inhibición de la velocidad de 
formación del adrenocromo a 480 nm en un medio de reacción conteniendo buffer glicina 
50 mM (pH 10,50) y adrenalina 1 mM. Los resultados están expresados en U SOD/ mg 
proteína (Misra y Fridovich, 1972). 
12.3. Concentración de catalasa 
 Las técnicas para la detección de la actividad de la catalasa se basan en medidas de 
la velocidad de descomposición del peróxido de hidrógeno (H2O2) por la muestra en estudio 
(Figura 16).  
 
        Adrenalina                                                                                  Adenocromo 




                                                 Catalasa 
2 H2O2    2 H2O + O2 
Figura 16. Reacción de descomposición del peróxido de hidrógeno catalizada por la enzima 
catalasa. 
 El consumo de H2O2 responde a una cinética de pseudoprimer orden (respecto del 
H2O2) siendo su constante de velocidad (k’) calculable igual a: 
k’= k . catalasa 
donde k = 4,6 x 107 M-1 s-1 (Chance y col., 1979) y catalasa es la concentración de enzima 
presente en la muestra. 
 Los niveles de catalasa (CAT) fueron determinados espectrofométricamente por 
medio de la disminución de la absorbancia a 240 nm ( = 40 cm-1 M-1) en un medio de 
reacción conteniendo buffer fosfatos 50 mM (pH 7,40) y H2O2 3 mM. Se determinó la k’, 
para la reacción de primer orden en donde se graficó el log [H2O2] en función del tiempo y a 
partir de estos datos se calculó el contenido de catalasa de cada muestra. Los resultados 
están expresados en pmol de catalasa/ mg proteína (Chance y col., 1954) 
12.4. Actividad de glutatión peroxidasa 
 La actividad de glutatión peroxidasa (GPx) en homogeneizados puede determinarse 
midiendo la velocidad de desaparición de nicotinamida adenina dinucleotido fosfato 
reducido (NADPH). El medio debe contener un hidroperóxido y glutatión reducido como 
sustratos, NADPH y glutatión reductasa para asegurar un continuo suministro de glutatión 
reducido (Figura 17).  





Figura 17. Reacciones involucradas en la determinación de la actividad de la glutatión 
peroxidasa. La ecuación (a) muestra la reacción entre el hidroperóxido (ROOH) y el glutatión 
reducido (GSH) catalizada por la glutatión peroxidasa. La ecuación (b) muestra la reacción 
del glutatión oxidado (GSSG) para dar GSH catalizada por la glutatión reductasa que asegura 
el continuo suministro de GSH.  
 La actividad de la enzima fue determinada por la medio de la disminución de la 
absorbancia a 340 nm ( = 6,22 cm-1 mM-1) en un medio de reacción conteniendo buffer 
fosfato 50 mM (pH 7,40), NADPH 0,1 mM, GSH 0,17 mM, glutatión reductasa 0,20 U/ mL e 
hidroperóxido de ter-butilo 0,5 mM. Los resultados están expresados en µmol/ min.mg 
proteína (Flohé y Gunzler, 1984). 
12.5. Actividad de glutatión reductasa  
 La actividad de glutatión reductasa (GR) en homogeneizados puede determinarse 
midiendo la velocidad de desaparición de NADPH. El medio debe contener glutatión 
oxidado como sustrato y NADPH (Figura 18). 
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Figura 18. Reacción del glutatión oxidado (GSSG) para dar glutatión reducido (GSH) 
catalizada por la glutatión reductasa. 
La actividad de enzima se determinó espectrofotométricamente midiendo la 
disminución de la absorbancia a 340 nm. El medio de reacción consistió en buffer Tris 100 
mM EDTA 10 mM (pH 8,00), glutatión oxidado 25 mM, y NADPH 10 mM. La actividad se 
expresa en nmoles /min.mg de proteína (Racker, 1955). 
12.6. Actividad de tiorredoxina reductasa 
La tioredoxina reductasa (TrxR) es capaz de reducir al 5,5′- ácido ditiobis(2-
nitrobenzóico) (DTNB) en presencia de NADPH. El producto de esta reacción es el ácido 5’-
tionitrobenzoico (TNB)  que es amarillo y presenta un pico de absorbancia máximo a 412 nm 
con un coeficiente de extinción de 13,6 mM-1. cm-1. 
La actividad de tioredoxina reductasa en homogeneizados se determinó 
espectrofotométricamente midiendo la velocidad de reducción del DTNB a 412nm. El medio 
de reacción consiste en buffer fosfato 100 mM EDTA 10 mM (pH 7,00), DTNB 5 mM, 
albumina 3 µM y NADPH 0,3 mM. La actividad se expresa en nmoles NADPH/ minuto.mg de 
proteína. (Holmgren y Bjornstedt, 1995). 
12.7. Actividad de glucosa-6 –fosfato deshidrogenasa 
+ 




 La glucosa-6- fosfato deshidrogenasa (G6PD) es la enzima que cataliza la reducción 
de nicotinamida adenina dinucleotido fosfato (NADP) utilizando como sustrato la glucosa-6- 
fosfato (Figura 19). 
 
Figura 19. Reacción de reducción de la nicotinamida adenina dinucleotido fosfato (NADP) 
catalizada por la glucosa-6- fosfato deshidrogenasa y que utiliza como sustrato  glucosa-6-
fosfato.  
 La actividad de la enzima se determinó espectrofotométricamente midiendo la 
velocidad de reducción de NADP a NADPH ( = 6,22 mM-1.cm-1) a 340 nm. El medio de 
reacción consistió en buffer TRIS HCl 100 mM (pH= 7,40), NADP 0,5 mM, glucosa -6- fosfato 
1 mM. Los resultados se expresaron en nmol/min.mg proteína (Leong y Clark, 1984). 
13. Determinación de antioxidantes no enzimáticos 
13.1. Determinación de la capacidad antioxidante total 
 La determinación de la capacidad antioxidante total consiste en medir la capacidad 
atrapadora de radicales libres de una muestra en un sistema que está formado por el 2,2’-
azo-bis-amidinopropano (ABAP) y el luminol. El ABAP genera radicales peroxilo por 
descomposición térmica espontánea por medio de una reacción de primer orden a 37 oC. 
 Los radicales peroxilo sustraen hidrógeno del luminol generando radicales del 
luminol. El sistema ABAP-luminol genera una emisión de luz constante, que puede medirse 




en un contador de centelleo con el circuito de coincidencia desconectado o en un 
luminómetro. Al agregar una muestra que contiene antioxidantes, la quimioluminiscencia 
disminuye hasta niveles basales. Cuando los antioxidantes presentes en la muestra se 
consumen, la emisión retorna a los valores de luminiscencia originales. El tiempo que tarda 
en retornar a la emisión original (tiempo de inducción, i) es directamente proporcional a la 
cantidad de antioxidantes presentes en la muestra. Para la medida se determinó, como 
primer paso, la luminiscencia del sistema ABAP-luminol. Luego de obtener una lectura 
constante, se agregó una determinada cantidad de muestra (humor acuoso, humor vítreo, 
homogeneizado). Se midió la emisión y se determinó el tiempo de inducción, i para cada 
muestra.  
 Las condiciones de trabajo para esta técnica es un medio de buffer fosfato pH 7,40, 
ABAP 20 mM y luminol 40 M. Las medidas fueron llevadas a cabo en viales de vidrio de 
bajo contenido de potasio de 25 mm de diámetro y 50 mm de altura. Los viales fueron 
mantenidos en la oscuridad hasta el momento de la medida para evitar la fosforescencia 
provocada por la luz fluorescente. 
 La curva de calibración se realizó con un análogo hidrosoluble de la vitamina E 
denominado Trolox. Este compuesto carece de la cadena isoprenoide de la vitamina E por lo 
cual es hidrosoluble y es capaz de atrapar dos radicales por molécula. La concentración de 
Trolox utilizada es 150 mM. Los resultados están expresados en M de Trolox. (Lissi y col., 
1992; Lissi y col., 1995). 
13.2. Niveles de ácido ascórbico  




 La determinación de los niveles de ácido ascórbico se realiza con ácido 
fosfotúngstico que actúa no solo precipitando las proteínas sino también como agente 
desarrollador el color.  
 El reactivo de color se prepara in situ en el momento de la determinación a partir de 
tungstato de sodio y fosfato monoácido de sodio disueltos en agua, a lo que se le agrega 
ácido sulfúrico. Se lo lleva a reflujo durante 2 horas y la solución así preparada se enfria a 
temperatura ambiente. Esta solución es estable a temperatura ambiente y constituye el 
reactivo de color (ácido fosfotúngstico). El medio de reacción consistió en una solución de 
ácido fosfotúngstico en acido oxálico al 0,5 % P/V. Se midió la absorbancia del compuesto 
formado por la reacción entre el ácido fosfotúngstico y el ácido ascórbico 
espectrofotométricamente a 700 nm. Se realiza una curva de calibración utilizando una 
solución de ácido ascórbico 1 mg/ mL como estándar (Kyaw y col., 1978). Los resultados se 
expresan en µM de ácido ascórbico. 
13.3. Niveles de vitamina E 
 La vitamina E se midió por un método quimioluminiscente en un contador de 
centelleo líquido Luminoskan V 1.2-0. Las muestras se mezclaron con dodecil sulfato de 
sodio 0,02 M, n-hexano y etanol. La fase orgánica se secó bajo un flujo de nitrógeno a 
temperatura ambiente y se resuspendió en etanol. Una alícuota de esta solución se empleó 
para la evaluación de la carga total de antioxidantes liposolubles. La mezcla de reacción 
consistió en 200 mM de ABAP, luminol 2 mM y bromuro de dodeciltrimetil amonio en 
buffer glicina 50 mM (pH= 9,40). Esta solución se dejó en reposo durante unos minutos  
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para  alcanzar una intensidad estable (I0). La incorporación de las muestras produce una 
disminución en la intensidad (I). La relación entre I0/ I está relacionada con la concentración 
de antioxidantes liposolubles. Se llevó a cabo una curva de calibración con una solución 
standard de α-tocoferol (5,7 µM). Los resultados se expresaron en µmol/ g órgano (Escobar 
y col., 1997). 
13.4. Niveles de glutatión 
La sumatoria de las formas reducida y oxidada de glutatión puede ser determinada 
utilizando un ensayo cinético en el cual cantidades catalíticas de glutatión reducido (GSH), o 
glutatión oxidado y glutatión reductasa llevan a una continua reducción del DTNB en 
presencia de NADPH de acuerdo a la siguiente reacción (Figura 20). 
Figura 20. Reacciones involucradas en la determinación de los niveles de glutatión. La 
reacción (a) es no enzimática entre el glutatión reducido (GSH) y el 5,5′- ácido ditiobis(2-
nitrobenzóico)(DTNB). La reacción (b) corresponde a la reducción del glutatión oxidado 
(GSSG) en presencia de nicotinamida adenina dinucleotido fosfato reducido (NADPH). La 
reacción (c) representa la reacción neta. 




 La formación del TNB es seguida espectrofotométricamente a 412 nm. Se utilizó el 
coeficiente de extinción (ε = 13,6 mM –1 cm-1) para luego de 1 minuto proceder al cálculo. 
 La muestra se preparó homogeneizando 0,5 g de tejido en 25 mL HClO4 0,5 N y cen 
trifugando a 6500 rpm durante 10 minutos. El sobrenadante se neutralizó con Na3 PO4 0,44 
M hasta pH 7,00. La muestra así preparada se diluyó 1/10 en un medio de reacción 
consistente en buffer fosfato 100 mM con EDTA 1mM pH 7,50, NADPH 0,22 mM, DTNB 6 
mM, glutatión reductasa 0,1 U/ mL. Los resultados se expresan en µmol / g de tejido 
(Akerboom y Sies, 1981).  
13.5. Determinación de glutatión reducido y glutatión oxidado utilizando cromatografía 
líquida de alta presión 
 La cromatografía líquida de alta presión (HPLC) resulta un método de elección para 
la determinación de tioles en muestras biológicas complejas. Los tioles tienen un bajo 
potencial de oxidación y por tanto resultan sustratos apropiados para la detección 
electroquímica. El método utilizado permite la detección simultánea de glutatión reducido y 
oxidado en muestras de cerebro utilizando HPLC con un detector electroquímico. 
 Para efectuar la determinación el tejido se homogeniza en 1 mL de HClO4 1 M, EDTA 
2 mM y se centrifuga a 29000 g por 20 minutos a 4°C. Se filtra el sobrenadante con un filtro 
0,22 µm de acetato de celulosa (Corning, Inc., Big Flats, NY, USA). Las muestras así tratadas 
se congelan a – 80°C hasta la determinación. El análisis por HPLC se realiza en un 
cromatografo líquido (Perkin Elmer LC 250; Perkin Elmer, Waltham, MA, USA) equipado con 
un procesador de muestras avanzado (Perkin Elmer LC ISS 200; Perkin Elmer) y un detector 
electroquímico (Coulochem II; ESA, Bedford, MA, USA). Para la separación de la muestra se 
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utilizó una columna de silica SUPELCOSIL LC-18 para HPLC (250 x 4,6 mm ID, tamaño de 
partícula de 5 µM y tamaño de poro de 100 A, Sigma-Aldrich Corp., St. Louis, MO, USA) 
protegida con una precolumna (Supelguard, 20 x 4,6 mm ID; Supelco, Bellfonte, PA, USA). El 
glutatión reducido y el glutatión oxidado se eluyeron utilizando un flujo de corrida de 1,2 
mL/min con un buffer fosfato de sodio 20 mM (pH 2.70), y fueron electroquímicamente 
detectadas utilizando un potencial de + 0,800 V. Se realizó una curva de calibración 
utilizando estándar de glutatión reducido y oxidado. Los resultados se expresan como 
nmol/mg proteína (Rodriguez-Ariza y col., 1994) 
14. Determinación de proteínas
La concentración de proteínas en las diferentes muestras fue medida de acuerdo al 
método de Lowry y colaboradores (1951), que se basa en la detección espectrofotométrica 
del producto de la reacción entre las proteínas presentes en la muestra con Cu2+ en medio 
alcalino, en presencia del reactivo fosfomolíbdico-fosfotúngstico (reactivo de Folin-
Ciocalteau). Se leyó la absorbancia a 625 nm y se utilizó como patrón una solución de 
albúmina de suero bovino (1 mg/ mL). Los resultados se expresan en mg/mL. 
15. Drogas y reactivos
Todos las drogas y reactivos fueron adquiridos en Sigma-Aldrich (Saint Louis, MO, 
Estados Unidos). 
El 2, 2´-azo-bis (2-amidinopropano) fue adquirido en Polyscience (Warrington, PA, 
Estados Unidos). 
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La xilazina utilizada del laboratorio Bayer y la ketamina utilizada fue del 
laboratorio Paul. 
El ácido α- lipoico utilizado fue provisto por el Laboratorio Gador. 
16. Estadística
Se utilizó el programa de computación GraphPad InStat para todos los cálculos 
estadísticos. Los datos se presentan como el valor medio  error estándar de la media 
(ESM). 
Las diferencias significativas estadística de las diferencias entre los grupos glaucoma 
y control se calcularon mediante el test de t de Student de dos colas. Cuando se comparan 
más de 2 grupos el test utilizado es el de análisis de la varianza (ANOVA) con el post test de 
Tukey-Kramer que comparan todos los pares de columnas. En todos los casos los valores de 





MODELO EXPERIMENTAL DE GLAUCOMA. EVALUACIÓN DE MARCADORES DE ESTRÉS 
OXIDATIVO EN DIFERENTES ESTRUCTURAS OCULARES A DISTINTOS TIEMPOS 
En este capítulo se muestran los resultados obtenidos durante el desarrollo un 
modelo experimental de glaucoma en ratas. Se evaluaron los cambios en distintos 
marcadores de estrés oxidativo a distintos tiempos en diferentes estructuras oculares en 
dicho modelo experimental. 
1.1. Evaluación de la eficacia del modelo experimental en la elevación de la presión 
intraocular 
El principal factor de riesgo en la progresión del daño glaucomatoso es la elevación 
de la presión intraocular (Epstein y col., 1997). Por tal motivo, se evaluó la eficacia del 
modelo experimental en mantener la presión intraocular (PIO) elevada durante todo el 
periodo de observación. Se efectuaron mediciones de la PIO en los ojos de ratas controles y 
glaucomatosas durante un período de 60 días. 
En la Figura 21 se muestra el promedio de la PIO en el modelo experimental de 
glaucoma en ratas a los 0, 7, 30, 45 y 60 días. A todos esos tiempos, se observó un 
incremento en la PIO en los ojos glaucomatosos comparados con los ojos controles. Todos 
los animales del grupo glaucoma respondieron con un incremento de la PIO luego de la 
cirugía. Por otra parte, cabe mencionar, que no se observaron diferencias significativas en la 
PIO entre los ojos controles durante el período de tiempo experimental. A partir del séptimo 
día luego de la cirugía se detectó un incremento significativo (200 %) de la PIO en los ojos 





































Figura 21. Valores de presión intraocular en ratas para el grupo control y el grupo glaucoma 
a los 0, 7, 15, 30, 45 y 60 días. Los valores están representados como media ± ESM. Se 
utilizaron 9 animales para cada uno de los tiempos indicados y en cada uno de los grupos 
(*p<0,001 vs control). 
1.2. Quimioluminiscencia in vivo 
La quimioluminiscencia in vivo es un indicador de la concentración en estado 
estacionario de especies activas del oxígeno. Un aumento de la quimioluminiscencia refleja 
un incremento en las concentraciones intracelulares en estado estacionario de especies 
excitadas, tales como de oxígeno singulete y grupos carbonilos. Por tanto la 
quimioluminiscencia in vivo resulta ser un método no invasivo que permite estudiar la 
ocurrencia de estrés oxidativo (Llesuy y col., 2008; Ferreira y col., 2010). 
Se realizaron determinaciones de la quimioluminiscencia in vivo en los ojos de ratas 
controles y glaucomatosas. 
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Figura 22. Cinéticas de emisión in vivo de los ojos controles y glaucomatosos a distintos 
tiempos. 
La Figura 22 muestra la cinética de emisión de la quimioluminiscencia espontánea de 
la superficie del ojo en función del tiempo. Cada una de las curvas graficadas corresponde a 
las mediciones efectuadas a los diferentes tiempos de desarrollo del modelo experimental. 
Los registros iniciales corresponden a la emisión de basal (20 cps) y es la 
quimioluminiscencia que se mide con el obturador cerrado. La apertura del obturador 
permite medir la quimioluminiscencia espontánea del ojo. Los registros superiores 
corresponden a las medidas con el obturador abierto para el ojo control (120 cps) y para los 
ojos glaucomatosos a los 0, 7, 15, 30, 45 y 60 días de realizada la cirugía. La emisión máxima 
se alcanzó a los 60 días del desarrollo del modelo de glaucoma (160 cps). En los ojos 
controles la emisión de luz no se modificó a los distintos tiempos. 
Con los valores máximos de quimioluminiscencia de la Figura 22 se elabora la Figura 
23 que representa la cronodinamia del estrés oxidativo en el ojo de ratas sometidas al 




tiempo 0 es considerada el 100 % de emisión de luz, y los resultados a los distintos tiempos 
se expresan en porcentaje comparándose con ese valor. Una disminución en la fotoemisión 
se observó en los ojos glaucomatosos respecto del control del 22 % a los 7 días, del 35 % a 
los 15 días y 27 % a los 30 días. A partir de los 45 días se comienza a observar un incremento 
por sobre los valores iniciales y se registró un aumento del 22 % en la emisión de luz a los 60 
días. 
 
Figura 23. Cronodinamia de la emisión espontánea del ojo expresada en porcentaje en 
función del tiempo de desarrollo de la enfermedad. 
1.3. Capacidad antioxidante total del humor acuoso 
Esta técnica proporciona información respecto a la capacidad del sistema en estudio 
de responder frente a condiciones de estrés oxidativo (Evelson y col., 2001). La 
determinación de la capacidad antioxidante total es una medida indirecta de la 
concentración de los antioxidantes hidrosolubles presentes en una muestra (Lissi y col., 
1992), en el caso del humor acuoso mayoritariamente contribuyen, el glutatión, el ácido 




Se efectuó la determinación de la capacidad antioxidante total (TRAP) en el humor 
acuoso de los ojos de ratas controles y sometidas al modelo experimental de glaucoma.  
 Los valores de TRAP obtenidos a los diferentes tiempos se muestran en la Figura 24.  

























Figura 24. Capacidad antioxidante total en el humor acuoso a los diferentes tiempos de 
producida la cirugía. Los datos se expresan como la media ± ESM. Se utilizaron 9 animales 
para cada uno de los tiempos indicados (* p< 0,001 vs 0 días, # p< 0,05 vs 30 y 45 días).  
A los 15 días se observa una disminución del 40 % en los niveles de antioxidantes no 
enzimáticos en el humor acuoso de los ojos glaucomatosos respecto al humor acuoso de los 
ojos control (90 ± 10 µM, p<0,001). Al comparar los valores de TRAP del humor acuoso a los 
30 días de la cirugía con los de 15 días (54 ± 4 µM), se observa una caída del 54 %, no 
observándose cambios entre los 30 y los 45 días. A los 60 días los valores se encontraron 
significativamente aumentados respecto a los obtenidos a los 30 (p<0,05) y 45 días (p<0,05), 
no obstante esos niveles fueron un 33 % menores si se comparan con los 7 días de 




1.4. Capacidad antioxidante total del humor vítreo 
Se evaluó la capacidad antioxidante total en el humor vítreo de los ojos de ratas 
controles y sometidas al modelo experimental de glaucoma a los 7, 15, 30, 45 y 60 días de 
realizada la cirugía. 
En la Figura 25 se muestra el promedio de los valores de TRAP en el humor vítreo de 
ratas a los diferentes tiempos evaluados. A los 7 días de la cirugía, el humor vítreo de los ojos 
glaucomatosos mostró disminución en los niveles de antioxidantes del 40 % respecto del 
control (414 ± 29 µM, p<0,001). Sin embargo, no se observaron cambios significativos en los 
niveles de TRAP del humor vítreo al comparar los 7 y los 15 días. Es interesante remarcar, 
que entre los 15 y los 60 días hubo una disminución significativa y progresiva de la capacidad 
antioxidante. El porcentaje de disminución de los niveles de TRAP fue del 42 % a los 15 días y 
del 78 % los 60 días comparados con el control. 

























Figura 25. Capacidad antioxidante total en el humor vítreo a los diferentes tiempos de 
producida la cirugía. Los datos se expresan como la media ± ESM. Se utilizaron 9 animales 




1.5. Determinación indirecta de óxido nítrico en la cabeza del nervio óptico. Niveles de 
nitritos 
 
 El óxido nítrico es extremadamente lábil ya que interacciona rápidamente con el 
oxígeno para generar una variedad de óxidos de nitrógeno, que incluyen a los nitritos como 
uno de los productos estables más importantes del óxido nítrico en los fluidos biológicos. Los 
niveles de nitritos en el nervio óptico se evaluaron como medida indirecta de la 
concentración de óxido nítrico (Ding y col., 1998). 
La concentración de nitritos a los diferentes tiempos evaluados se muestra en la 
Figura 26. A los 7 días de la cirugía se registró un aumento del 76 % en la concentración de 
nitritos comparado con el valor control (21,1 ± 1,7 µM, p<0,001). Este incremento se 
mantuvo hasta los 60 días de tratamiento. No se encontraron diferencias significativas entre 
los niveles de nitritos a los 7, 15,30, 45 y 60 días. 





















Figura 26. Concentración de nitritos en la cabeza del nervio óptico a los diferentes tiempos 
de realizada la cirugía. Los datos se expresan como la media ± ESM. Se utilizaron 9 animales 
para cada uno de los tiempos indicados (* p< 0,001 vs 0 días).  
 




Las reacciones en cadena que ocurren durante la oxidación de los lípidos conducen a 
la formación de hidroperóxidos, los cuales se descomponen en productos secundarios entre 
los cuales el más importante es el malondialdehído. Este compuesto es uno de los más 
estudiados de los productos de peroxidación lipídica, pudiendo ser evaluado por medio de la 
técnica de las sustancias reactivas al ácido tiobarbiturico (Bird y Drapper, 1984).  
  En la Figura 27 se muestran los niveles de TBARS en homogeneizados de cabeza del 
nervio óptico de ratas glaucomatosas y controles a los 0, 7, 15, 30, 45 y 60 días de la cirugía. 
No se observaron cambios significativos respecto al control a los 7 y 15 días. A los 30 
días de la cirugía los niveles de TBARS fueron significativamente mayores (200 %) en los 
homogeneizados de nervio óptico de ratas glaucomatosas respecto a los de los controles 
(6,24 ± 0,42 nmol/ mg proteína, p< 0,001). En tanto a los 45 y 60 días los incrementos 
observados fueron del 300 % y 600 % respectivamente (p< 0,001). 






























Figura 27. Niveles de TBARS en homogeneizados de la cabeza del nervio óptico a los 
diferentes tiempos de realizada la cirugía. Los datos se expresan como la media ± ESM. Se 
utilizaron 9 animales para cada uno de los tiempos indicados (* p< 0,001 vs 0 días).  
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1.7. Correlación entre los niveles de TRAP en el humor vitreo y TBARS en la cabeza del 
nervio óptico 
 Con el objeto de evaluar si existe una relación entre el consumo de antioxidantes y el 
daño a nivel de lípidos, se realizó un gráfico de correlación entre los niveles de productos de 
peroxidación de lípidos evaluados a partir de la medida de TBARS en el nervio óptico y los 
niveles de antioxidantes no enzimáticos, medidos como TRAP en el humor vítreo. 
En la Figura 28 se grafican los valores de TRAP en el humor vítreo en función de los 
niveles de TBARS en los homogeneizados de cabeza del nervio óptico. 


















Figura 28. Correlación entre los niveles de TRAP en el humor vítreo y TBARS en la cabeza del 
nervio óptico (r=  0,9863, p<0, 001). 
Los resultados muestran una correlación negativa entre los valores de TRAP y TBARS. 
Los niveles de los productos de peroxidación lipídica se encuentran incrementados en la 
cabeza del nervio óptico en tanto los niveles de antioxidantes no enzimáticos están 




hidrosolubles en el humor vítreo podría provocar un aumento en la concentración de 
especies activas del oxígeno lo que produciría un incremento del daño a lípidos en la cabeza 




DAÑO OXIDATIVO EN EL CEREBRO DE RATAS EN UN MODELO EXPERIMENTAL DE 
GLAUCOMA 
En el capítulo 1 se demostró que el modelo experimental de glaucoma resultaba 
eficaz en mantener la hipertensión intraocular elevada durante todo el periodo de estudio. 
El análisis de la quimioluminiscencia in vivo del ojo mostró un incremento a partir de los 60 
días y los niveles de antioxidantes no enzimáticos disminuyeron a partir de los 15 días en el 
humor acuoso y de los 7 días en el humor vítreo. Por otra parte, en la cabeza del nervio 
óptico se observó un aumento de los niveles de nitritos a partir de los 7 días y del daño a 
lípidos a partir de los 30 días. El aumento de prooxidantes y la disminución significativa de 
antioxidantes, exponen a la retina a un estrés oxidativo que podría inducir el daño a nivel 
cerebral. A partir de estas observaciones se decidió trabajar en periodos tempranos de la 
enfermedad, cuando aún los antioxidantes no enzimáticos no estaban significativamente 
disminuidos en la cámara anterior y en la cámara posterior su caída no era tan marcada, y 
más aún, los niveles de TBARS no se encontraban incrementados en la cabeza del nervio 
óptico. Por los motivos anteriormente expuestos, los animales fueron sacrificados a los 7 
días de realizar el modelo de glaucoma. 
El objetivo de este capítulo fue medir los cambios el estado oxidativo en el cerebro a 
los 7 días en el modelo experimental de glaucoma en ratas. 
2.1. Quimioluminiscencia de homogeneizados de cerebro. Determinación del balance 
redox 
El sistema nervioso central es particularmente vulnerable al estrés oxidativo no solo 




La quimioluminiscencia de homogeneizados de cerebro se asocia con el balance 
redox (Lissi y col., 1988).  
 En la Figura 29 se muestra la quimioluminiscencia de los homogeneizados de cerebro 
de rata de los grupos control y glaucoma a los 60 minutos.  
Los resultados mostraron un aumento del 55 % de la quimioluminiscencia de los 
homogeneizados de cerebro en el grupo glaucoma (609 ± 57 cpm/mg proteína) comparada a 


































Figura 29. Quimioluminiscencia espontanea de los homogeneizados de cerebro de rata para 
los grupos control y glaucoma. Los valores se expresan como la media ± ESM. Se utilizaron 
12 animales para cada uno de los grupos (*p<0,001 vs control) 
 En la Figura 30 se muestra la cinética de emisión de quimioluminiscencia espontánea 
de homogeneizados de cerebro de rata de los grupos glaucoma y control. Ambos perfiles 
cinéticos mostraron una diferencia significativa en la velocidad de aumento de la 
luminiscencia. El aumento en la intensidad de la luz fue lineal a lo largo de todo el período de 




correlación control r: 0,9965 p <0,001). En cualquier período de tiempo considerado, la 
fotoemisión de los homogeneizados de cerebro de ratas resultó mayor en el grupo glaucoma 
que en el grupo de control. 





















Figura 30. Cinética de emisión de la quimioluminiscencia de homogeneizado de cerebro de 
rata para el grupo control y glaucoma (r glaucoma: 0,9833, p < 0,001 y r control: 0,9965, p < 
0,001). 
2.2. Proteínas oxidadas 
Las proteínas son blanco de daño oxidativo mediado por especies activas del oxígeno. 
Cuando las proteínas se oxidan, en sus cadenas laterales (especialmente de la prolina, 
arginina, lisina y treonina), se forman los grupos carbonilos (aldehídos y cetonas).Estas 





En la Figura 31 se muestran los resultados obtenidos cuando se determinaron los 
niveles de grupos carbonilos formados por la oxidación de las proteínas en homogeneizados 































Figura 31. Niveles de grupos carbonilos en los homogeneizados de cerebro de rata para los 
grupos control y glaucoma. Los valores se expresan como la media ± ESM. Se utilizaron 12 
animales para cada uno de los grupos (*p<0,001 vs control). 
La concentración de grupos carbonilos fue para el grupo control 1,15 ± 0,18 nmol/mg 
proteínas y para el grupo glaucoma 2,20 ± 0,31 nmol/mg proteínas. Estos resultados 
mostraron un aumento en los niveles de grupos carbonilos del 93 % en el grupo glaucoma 
respecto del grupo control (p<0,001). 
2.3. Determinación indirecta de óxido nítrico. Niveles de nitritos  
 El aumento de la concentración de óxido nítrico puede ser evidenciado por el 

















Figura 32. Concentración de nitritos en los homogeneizados de cerebro de rata para los 
grupos control y glaucoma. Los valores se expresan como la media ± ESM. Se utilizaron 12 
animales para cada uno de los grupos (*p<0,001 vs control). 
En la Figura 32 se muestran los resultados obtenidos cuando se determinaron los 
niveles de nitritos en homogeneizados de cerebro de rata en los grupos glaucoma y control. 
Los niveles de nitritos fueron en el grupo glaucoma 5,3 ± 0,2 µM y en el grupo control 
4,4 ± 0,2 µM. Estos resultados representaron un aumento del 20 % en la concentración de 
nitritos para el grupo glaucoma respecto del control (p<0,001). 
2.4. Actividad de NADPH oxidasa 
Las NADPH oxidasas son una familia de enzimas que generan especies activas del 
oxígeno como el anión superóxido como especies primarias durante el metabolismo 
catalítico del oxígeno (Wei y col., 2006; McCann y Roulston, 2013). 
La Figura 33 muestra los valores obtenidos al determinar la actividad de NADPH 































Figura 33. Actividad de la NADPH oxidasa de los homogeneizados de cerebro de ratas para 
los grupo control y glaucoma a los siete días de la cirugía. Los valores se expresan como la 
media ± ESM. Se utilizaron 12 animales para cada uno de los grupos (*p<0,001 vs control). 
La actividad de la NADPH oxidasa fue 0,046 ± 0,006 UA/ mg de proteína en el grupo 
control y 0,114 ± 0,015 UA/ mg de proteína en el grupo glaucoma. Estos resultados 
representan un 148 % de aumento de la actividad de esta enzima en el grupo glaucoma 
respecto al grupo control (p<0,001). Este incremento en la actividad de la enzima podría 
llevar a un incremento en la velocidad de formación de anión superóxido. 
2.5. Actividad de superóxido dismutasa 
La enzima superóxido dismutasa cataliza la dismutación de anión superóxido para 
producir peróxido de hidrógeno y oxígeno molecular. Un aumento en la actividad de la 
superóxido dismutasa puede disminuir la concentración de anión superóxido y aumentar la 
concentración de peróxido de hidrogeno, que es más estable y difunde libremente a otros 




catalasa y glutatión peroxidasa (Nordberg y Arner, 2001). El aumento en la actividad de la 
superoxido dismutasa conlleva a una disminución en los niveles en estado estacionario de 
anión superóxido, disminuyendo la disponibilidad de esa especie activa para su reacción 
frente al óxido nítrico. 
La Figura 34 muestra los valores de la actividad de la enzima superóxido dismutasa en 
homogeneizados de cerebro de ratas pertenecientes a los grupos control y glaucoma.  
La actividad de la superóxido dismutasa fue 2,51 ± 0,19 U/mg proteína en el grupo 
control y 3,55 ± 0,37 U/mg proteína en el grupo glaucoma. Estos resultados representan un 

































Figura 34. Actividad de la superóxido dismutasa en homogeneizados de cerebro de ratas 
para los grupo control y glaucoma a los siete días de la cirugía. Los valores se expresan como 
la media ± ESM. Se utilizaron 12 animales para cada uno de los grupos (*p<0,001 vs control)  




 La catalasa en una enzima que está presente principalmente en los peroxisomas de 
las células de mamífero. Esta enzima cataliza la dismutación del peróxido de hidrógeno en 
agua y oxígeno molecular. Una de las funciones de la catalasa es la de reducir el riesgo de la 
formación del radical hidroxilo a partir del peróxido de hidrogeno vía la reacción de Haber 
Weiss catalizada por iones Cu y Fe (Nordberg y Arner, 2001). Por tanto, variaciones en la 
concentración de catalasa, pueden modificar la concentración de radical hidroxilo que 






























Figura 35. Concentración de la catalasa en homogeneizados de cerebro de ratas para los 
grupo control y glaucoma a los siete días de la cirugía. Los valores se expresan como la media 
± ESM. Se utilizaron 12 animales para cada uno de los grupos. 
 La Figura 35 muestra los valores de concentración de catalasa presentes en los 
homogeneizados de cerebro de rata pertenecientes a los grupos control y glaucoma La 
concentración de catalasa no mostró diferencias significativas entre el grupo glaucoma 





2.7. Actividad de glutatión peroxidasa 
 La glutatión peroxidasa pertenece a una familia de enzimas que utilizan al glutatión 
reducido como sustrato tanto en la reducción de peróxido de hidrógeno como de 
hidroperóxidos orgánicos a agua o los correspondientes alcoholes (Nordberg y Arner ,2001). 
La Figura 36 muestra los resultados obtenidos al determinar la actividad de la enzima 






































Figura 36. Actividad de la enzima glutatión peroxidasa en homogeneizados de cerebro de 
rata para los grupos control y glaucoma a los siete días de la cirugía. Los datos se expresan 
como la media ± ESM. Se utilizaron 12 animales para cada uno de los grupos (*p<0,001 vs 
control). 
La actividad de glutatión peroxidasa fue 0,067 ± 0,008 µmol/min.mg proteína en el 
grupo glaucoma y 0,042 ± 0,003 µmol/min.mg proteína en el grupo control. Estos resultados 
presentaron un aumento del 59 % en la actividad de esta enzima en el grupo glaucoma 




peroxidasa, podrían modificar la concentración en estado estacionario de peróxido de 
hidrógeno. 
2.8. Actividad de glutatión reductasa 
 La glutatión reductasa es una flavoenzima NADPH dependiente que reduce el 
glutatión oxidado a reducido. Una disminución en la actividad de esta enzima produce un 
deficiente reciclado de glutatión que puede traer aparejado cambios en el estado redox 
celular (Couto y col., 2016). 
  La actividad de la glutatión reductasa en homogeneizados de cerebro de rata para los 







































Figura 37. Actividad de la glutatión reductasa en homogeneizados de cerebro de rata para 
los grupos control y glaucoma a los siete días de la cirugía. Los datos se expresan como la 




La actividad de glutatión reductasa en los homogeneizados de cerebros en el grupo 
glaucoma fue 6,0 ± 0,1 nmol/min.mg proteína y en el grupo control 10,2 ± 0,4 nmol/min.mg 
proteína. Estos resultados mostraron una disminución del 41 % en la actividad de la enzima 
en el grupo glaucoma respecto al grupo control (p<0,001) 
2.9. Actividad de tioredoxina reductasa 
La tioredoxina reductasa es una oxidoreductasa NADPH dependiente que reduce el 
sitio activo disulfuro en la tioredoxina oxidada. Esta enzima reduce también otros disulfuros 
proteicos y un amplio espectro de compuestos de bajo peso molecular (Nordberg y Arner, 
2001). En la Figura 38 se muestran los resultados obtenidos al determinar la actividad de la 







































Figura 38. Actividad de la tioredoxina reductasa en homogeneizados de cerebro de rata para 
los grupos control y glaucoma a los siete días de la cirugía. Los datos se expresan como la 




La actividad de tioredoxina reductasa fue en el grupo glaucoma 6,5 ± 0,8 
nmol/min.mg proteína y en el grupo control 14,5 ± 1,0 nmol/min.mg proteína. Estos 
resultados mostraron una caída del 55 % en la actividad de esta enzima en el grupo 
glaucoma respecto al control (p<0,001). Esto llevaría a una disminución en el reciclado de 
grupos tioles y por ende a una menor capacidad antioxidante y cambios en el estado redox 
celular.  
2.10. Actividad de glucosa-6-fosfato deshidrogenasa 
 La glucosa-6-fosfato deshidrogenasa es una enzima hallada en todos los organismos 
vivos que cataliza el primer paso en la vía de la pentosa fosfato. La glucosa-6-fosfato 
deshidrogenasa cataliza la reducción de la NADP+ a expensas de la deshidrogenación de la 
glucosa-6-fosfato en 6-fosfogluconolactona. Es una enzima que resulta crítica en el 
mantenimiento del pool de NADPH y la homeostasis redox. Cuando la relación de 
NADP+/NADPH aumenta, el organismo debe promover la síntesis de NADPH, que es un 
agente reductor imprescindible en muchas reacciones como la síntesis de ácidos grasos y la 
reducción de glutatión. Una caída en la actividad de esta enzima produce una disminución 
en la concentración del NADPH lo que llevaría a un deficiente reciclado de glutatión (Jeng y 
col., 2013). 
En la Figura 39 se muestran los resultados obtenidos al determinar la actividad de la 
enzima glucosa-6-fosfato deshidrogenasa en homogeneizados de cerebro de rata para los 
grupos control y glaucoma.  
La actividad de esta enzima en el grupo glaucoma fue 0,03 ± 0,01 mmol/ min. mg de 




una caída de la actividad de glucosa-6-fosfato deshidrogenasa del 80 % en el grupo glaucoma 
















































Figura 39. Actividad de la glucosa-6-fosfato deshidrogenasa en homogeneizados de cerebro 
de rata para los grupos control y glaucoma a los siete días de la cirugía. Los datos se 
expresan como la media ± ESM. Se utilizaron 12 animales para cada uno de los grupos 
(*p<0,001 vs control)  
2.11. Capacidad antioxidante total  
Entre los métodos utilizados para determinar la capacidad antioxidante de una 
muestra biológica, el TRAP es uno de los más ampliamente utilizados (Lissi y col., 1995). Los 
antioxidantes principales presentes en los homogeneizados de cerebro son el glutatión 
seguido por el ácido ascórbico (Lissi y col., 1988). La capacidad antioxidante total evaluada 
por este método puede ser una medida útil para determinar la respuesta del cerebro a 




En la Figura 40 se muestran los niveles de TRAP en homogeneizados de cerebro de 
rata para los grupos control y glaucoma. Los valores de TRAP disminuyeron un 41 % 
(p<0,001) en los homogeneizados de cerebro de rata del grupo glaucoma en comparación 
con los del grupo control. Los niveles de TRAP fueron 90 ± 12 µM de Trolox para el grupo de 
glaucoma y 153 ± 14 µM de Trolox para el grupo de control. Estos resultados reflejan una 
reducción significativa en las concentraciones de antioxidantes hidrosolubles, 




















Figura 40. Capacidad antioxidante total en homogeneizados de cerebro de rata para los 
grupos control y glaucoma a los siete días de la cirugía. Los valores se expresan como la 
media ± ESM. Se utilizaron 12 animales para cada uno de los grupos (*p<0,001 vs control)  
2.12. Concentración de ácido ascórbico 
 El ácido L-ascórbico o vitamina C es considerado esencial en las células por su 




























Figura 41. Concentración de ácido ascórbico en homogeneizados de cerebro de rata para los 
grupos control y glaucoma a los siete días de la cirugía. Los datos se expresan como la media 
± ESM. Se utilizaron 12 animales para cada uno de los grupos (*p<0,001 vs control). 
 En la Figura 41 se muestra la concentración de ácido ascórbico en homogeneizados 
de cerebro de rata para los grupos control y glaucoma. Los niveles de ácido ascórbico para el 
grupo con glaucoma fueron 67 ± 26 µM mientras que para el grupo control fueron 275 ± 22 
µM. Estos resultados presentan una disminución significativa de un 76 % de este 
antioxidante en el grupo glaucoma respecto al control (p< 0,001). 
2.13. Niveles de vitamina E 
 La vitamina E o α-tocoferol es una vitamina liposoluble presente en las membranas 
biológicas. Actúa protegiendo a las membranas de las células del daño oxidativo al eliminar 
los radicales peroxilo. Una disminución en los niveles de este antioxidante liposoluble en el 





En la Figura 42 se exhiben los niveles de vitamina E en homogeneizados de cerebro 

























Figura 42. Niveles de vitamina E en homogeneizados de cerebro de rata para los grupos 
control y glaucoma a los siete días de la cirugía. Los datos se expresan como la media ± ESM. 
Se utilizaron 12 animales para cada uno de los grupos (*p<0,001 vs control)  
Los valores de vitamina E para el grupo glaucoma fueron 0,58 ± 0,05 µmol / g de 
órgano mientras que para el grupo control fueron 1,10 ± 0,06 µmol / g órgano. Estos 
resultados mostraron una caída de este antioxidante liposoluble de un 47 % en el grupo 
glaucoma respecto al grupo control (p<0,001).  
2.14. Niveles de glutatión 
 El glutatión es una antioxidante clave en el metabolismo de hidroperóxidos y 



























Figura 43. Niveles de glutatión en homogeneizados de cerebro de rata para los grupos 
control y glaucoma a los siete días de la cirugía. Los datos se expresan como la media ± ESM. 
Se utilizaron 12 animales para cada uno de los grupos (*p<0,001 vs control) 
 En la Figura 43 se muestran los niveles de glutatión en homogeneizados de cerebro 
de rata en los grupos control y glaucoma. La concentración de glutatión fue de 1,98 ± 0,13 
µmol / g de órgano para el grupo glaucoma, en tanto para el grupo control fue de 8,19 ± 0,71 
µmol / g órgano. Estos resultados mostraron una caída del 76 % en los niveles de glutatión 







DAÑO OXIDATIVO EN EL NUCLEO GENICULADO LATERAL DE RATAS SOMETIDAS A UN 
MODELO EXPERIMENTAL DE GLAUCOMA. ROL PROTECTOR DEL ÁCIDO α-LIPOICO 
En el capítulo 2 se evaluó estado oxidativo en el cerebro de ratas sometidas al 
modelo de glaucoma experimental a los 7 días de la cirugía. Se comprobó un aumento de los 
prooxidantes, una disminución de antioxidantes no enzimáticos, un aumento de las enzimas 
antioxidantes (superóxido dismutasa y glutatión peroxidasa) y una disminución de las 
enzimas encargadas del reciclado de grupos tioles. El núcleo geniculado lateral (NGL) resulta 
ser un blanco específico de daño en el glaucoma. Los axones de las células ganglionares de la 
retina confluyen en el núcleo geniculado lateral con lo cual resulta la primera área del 
cerebro donde la neuropatía y/o axonopatía podría extenderse. 
 En este capítulo se evalúan los cambios el estado oxidativo en el núcleo geniculado 
lateral a los 7 días en el modelo experimental de glaucoma en ratas y el efecto protector de 
una dosis de 100 mg de ácido α-lipoico/ kg de peso administrada por vía intraperitoneal (ip). 
3.1. Daño a lípidos 
  En la Figura 44 se muestran los resultados obtenidos cuando se midieron los niveles 
de TBARS, como marcadores de daño a lípidos, en homogeneizados de NGL pertenecientes a 
los grupos control, control tratado con ácido α-lipoico, glaucoma y glaucoma tratado con 

































Figura 44. Niveles de TBARS en homogeneizados de NGL de ratas de los grupos control (C), 
control tratado con 100 mg /kg de peso de ácido α-lipoico ip (CL), glaucoma (G) y glaucoma 
tratado con 100 mg kg/peso de ácido α-lipoico ip (GL) a los siete días de la cirugía. Los 
valores se expresan como la media ± ESM para 6 animales en cada grupo (* p< 0,05 vs 
control, # p< 0,05 vs glaucoma). 
Los niveles de TBARS para el grupo control fue 3,61 ± 0,32 nmol/ mg proteína en 
tanto para el grupo glaucoma fue 4,82 ± 0,38 nmol/ mg proteína (p< 0,05). Estos resultados 
mostraron un incremento del daño a lípidos del 34 % en los homogeneizados de NGL del 
grupo glaucoma respecto a los del grupo control.  
El tratamiento con ácido α-lipoico, produjo una disminución significativa en la 
concentración de TBARS encontrada en homogeneizados de NGL en el grupo glaucoma 
tratado con ácido lipoico (3,60 ± 0,29 nmol/ mg proteína) respecto al grupo glaucoma 
(p<0,05). Estos valores representan una caída del 25 % en el daño a lípidos con el 




TBARS entre los grupos control y control tratado con ácido α-lipoico (3,40 ± 0,21 nmol/ mg 
proteína).  
3.2. Proteínas oxidadas 
 La Figura 45 muestra los valores obtenidos cuando se midieron los niveles de grupos 
carbonilos en homogeneizados de NGL para los grupos control, control tratado con ácido α-
lipoico, glaucoma y glaucoma tratado con ácido α-lipoico. 






























Figura 45. Niveles de carbonilos en homogeneizados de NGL de ratas para los grupos control 
(C), control tratado con 100 mg/kg de peso de ácido α-lipoico ip (CL), glaucoma (G) y 
glaucoma tratado con 100 mg/kg de peso de ácido α-lipoico ip (GL) a los siete días de la 
cirugía. Los valores se expresan como la media ± ESM para 6 animales en cada grupo (*p < 
0,001 vs control, # p< 0,001 glaucoma). 
Los niveles de grupos carbonilos obtenidos fueron para el grupo control 3,89 ± 0,31 
nmol/ mg proteína y para el grupo glaucoma 7,76 ± 0,82 nmol/ mg proteína (p<0,001). Estos 
resultados representan un incremento del 99 % en este parámetro para el grupo glaucoma.  
Resultados-Capítulo 3 
89 
El tratamiento con ácido α-lipoico produjo una disminución significativa (p<0,001) de 
la concentración de grupos carbonilos en el grupo glaucoma tratado con ácido α-lipoico 
(4,10 ± 0,30 nmol/ mg proteína). La caída en los niveles de grupos carbonilos observada en 
este grupo representa el 48 % comparada al grupo glaucoma. No se encontraron diferencias 
significativas en este parámetro entre el grupo control y el grupo control tratado con ácido 
α-lipoico (3,78 ± 0,21 nmol/ mg proteína). 
3.3. Determinación indirecta de óxido nítrico. Niveles de nitritos 
En la Figura 46 se muestran los resultados obtenidos cuando se determinaron los 
niveles de nitritos en homogeneizados de NGL de rata en los grupos control, control tratado 
con ácido α-lipoico, glaucoma y glaucoma tratado con ácido α-lipoico. 



















Figura 46. Concentración de nitritos en los homogeneizados de NGL de rata para los grupos 
control (C), control tratado con 100 mg/kg de peso de ácido α-lipoico ip (CL), glaucoma (G) y 
glaucoma tratado con 100 mg/kg de peso de ácido α-lipoico ip (GL) a los siete días de la 
cirugía. Los valores se expresan como la media ± ESM. Se utilizaron 6 animales para cada uno 
de los grupos (*p<0,001 vs control, # p<0,05 vs glaucoma) 
Resultados-Capítulo 3 
90 
La concentración de nitritos en los homogeneizados de NGL de rata fue de 4,1 ± 0,2 
µM en el grupo control y 5,4 ± 0,3 µM (p<0,01) en el grupo glaucoma. Estos resultados 
evidencian un 32 % de incremento en los niveles de nitritos en el grupo glaucoma (p<0,01). 
El tratamiento con ácido α-lipoico produjo una disminución significativa (p<0,05) en 
los niveles de nitritos en el grupo glaucoma tratado con ácido α-lipoico (4,3 ± 0,2 µM) 
respecto al grupo glaucoma lo que representa una caída del 20 % (Figura 42). No se 
encontraron diferencias significativas en los valores de nitritos entre los grupos control y 
control tratado con ácido α-lipoico (4,2 ± 0,3 µM). 
3.4. Actividad de superóxido dismutasa 
Se determinó la actividad de la superóxido dismutasa en homogeneizados de NGL de 
rata para los grupos control, control tratado con ácido α-lipoico, glaucoma y glaucoma 
tratado con ácido α-lipoico. Los resultados obtenidos se muestran en la Figura 47. 
La actividad de superóxido dismutasa en el grupo control fue 8,80 ± 0,23 U/ mg de en 
tanto en el grupo glaucoma fue 10,56 ± 0,28 U/ mg de proteína (p<0,05). Estos resultados 
representan un incremento en la actividad de la enzima del 20 % en el grupo glaucoma 
respecto al grupo control. 
El tratamiento con ácido α-lipoico produjo un aumento significativo (p<0,05) en la 
actividad de superóxido dismutasa en el grupo glaucoma tratado con ácido α-lipoico (12,98 ± 
0,49 U/mg proteína) respecto al grupo glaucoma, lo que representa un incremento del 23 % 
en la actividad de esta enzima. No se encontraron diferencias significativas en la actividad de 
esta enzima entre los grupos control y control tratado con ácido α-lipoico (9,70 ± 0,35 U/ mg 









































Figura 47. Actividad de superóxido dismutasa en homogeneizados de NGL de ratas para los 
grupos control (C), control tratado con 100 mg/kg de peso de ácido α-lipoico ip (CL), 
glaucoma (G) y glaucoma tratado con 100 mg/kg de peso de ácido α-lipoico ip (GL) a los siete 
días de la cirugía. Los valores se expresan como la media ± ESM para 6 animales en cada 
grupo (* p<0,05 vs control, #p<0,05 vs glaucoma)  
3.5. Concentración de catalasa 
 En la Figura 48 se muestran los resultados obtenidos cuando se determinaron los 
niveles de catalasa en homogeneizados de NGL en los grupos control, control tratado con 





























Figura 48. Concentración de catalasa en homogeneizados de NGL de ratas para los grupos 
control (C), control tratado con 100 mg/kg de peso de ácido α-lipoico ip (CL), glaucoma (G) y 
glaucoma tratado con 100 mg/kg de peso de ácido α-lipoico ip (GL) a los siete días de la 
cirugía. Los valores se expresan como la media ± ESM para 6 animales en cada grupo. 
La concentración de catalasa en homogeneizados de NGL no mostró diferencias 
significativas entre ninguno de los grupos estudiados. 
3.6. Actividad de glutatión peroxidasa 
 Se determinó la actividad de glutatión peroxidasa en homogeneizados de NGL de rata 
para los grupos control, control tratado con ácido α-lipoico, glaucoma y glaucoma tratado 










































Figura 49. Actividad de glutatión peroxidasa en homogeneizados de NGL para ratas de los los 
grupos control (C), control tratado con 100 mg/kg de peso de ácido α-lipoico ip (CL), 
glaucoma (G) y glaucoma tratado con 100 mg/kg de peso de ácido α-lipoico ip (GL) a los siete 
días de la cirugía. Los valores se expresan como la media ± ESM para 6 animales en cada 
grupo (*p<0,01 vs control, ** p<0,05 vs control). 
 La actividad de glutatión peroxidasa en el grupo control fue 0,053 ± 0,004 µmol/min. 
mg proteína, en tanto para el grupo glaucoma fue 0,091 ± 0,008 µmol/min. mg proteína 
(p<0,01). Estos resultados muestran un incremento del 72 % en la actividad de la enzima en 
el grupo glaucoma respecto al control. 
 El tratamiento con ácido α-lipoico aumentó en forma significativa (p< 0,05) la 
actividad de la enzima en el grupo control tratado con ácido α-lipoico (0,079 ± 0,006 
µmol/min. mg proteína) respecto al grupo control. Estos resultados representan un 
incremento de la actividad de la enzima del 49 % en el grupo control tratado con ácido α-




enzima en el grupo glaucoma tratado con ácido α-lipoico (0,078 ± 0,007 µmol/min. mg 
proteína) respecto al grupo glaucoma. 
3.7. Actividad de glutatión reductasa 
 En la Figura 50 se muestra los valores de la actividad de glutatión reductasa en 
homogeneizados de NGL en los grupos control, control tratado con ácido α-lipoico, 
glaucoma y glaucoma tratado con ácido α-lipoico.  
  






































Figura 50. Actividad de glutatión reductasa en homogeneizados de NGL de ratas para los 
grupos control (C), control tratado con 100 mg/kg de peso de ácido α-lipoico ip (CL), 
glaucoma (G) y glaucoma tratado con 100 mg/kg de peso de ácido α-lipoico ip (GL) a los siete 
días de la cirugía. Los valores se expresan como la media ± ESM para 6 animales en cada 
grupo (*p<0,01 vs control, #p<0,05 vs glaucoma)  
La actividad de glutatión reductasa para el grupo control fue de 15,9 ± 1,5 nmol/min.mg 




Estos resultados reflejaron una disminución del 49 % en la actividad de la enzima en el grupo 
glaucoma respecto al grupo control. 
 El tratamiento con ácido α-lipoico incrementó la actividad de la glutatión reductasa 
en el grupo glaucoma tratado (14,9 ± 1,3 nmol/min.mg proteína) respecto al grupo glaucoma 
(p<0,05). El aumento observado al comparar ambos grupos fue del 82 %. Por el contrario, la 
actividad de la enzima no presentó diferencias significativas entre los grupos control y 
control tratado con ácido α-lipoico (17,0 ± 1,9 nmol/min.mg proteína). 
3.8. Actividad de tioredoxina reductasa 
 En la Figura 51 se muestra la actividad de tioredoxina reductasa en homogeneizados 
de NGL en los grupos control, control tratado con ácido α-lipoico, glaucoma y glaucoma 
tratado con ácido α-lipoico. 
La actividad de tioredoxina reductasa para el grupo control fue de 14,2 ± 0,4 
nmol/min.mg proteína en tanto para el grupo glaucoma fue de 7,6 ± 0,4 nmol/min.mg 
proteína (p<0,001). Estos resultados mostraron una disminución en la actividad de la enzima 
del 46 % en el grupo glaucoma.  
 El tratamiento con ácido α-lipoico incrementó en forma significativa (p<0,01) la 
actividad de la tioredoxina reductasa en el grupo glaucoma tratado con ácido α-lipoico (11,7 
± 1,5 nmol/min.mg proteína). El aumento en la actividad de la enzima correspondió a un 54 
% en el grupo glaucoma que recibió el tratamiento con ácido α-lipoico respecto al grupo 
glaucoma. La actividad de la tioredoxina reductasa, sin embargo, no presentó diferencias 
significativas entre los grupos control y control tratado con ácido α-lipoico. (15,7 ± 0,3 














































Figura 51. Actividad de tioredoxina reductasa en homogeneizados de NGL de ratas para los 
grupos control (C), control tratado con 100 mg/kg de peso de ácido α-lipoico ip (CL), 
glaucoma (G) y glaucoma tratado con 100 mg/kg de peso de ácido α-lipoico ip (GL)a los siete 
días de la cirugía. Los valores se expresan como la media ± ESM para 6 animales en cada 
grupo (*p<0,001 vs control, #p<0,01 vs glaucoma). 
3.9. Capacidad antioxidante total 
 La Figura 52 muestra los valores de TRAP obtenidos en homogeneizados de NGL en 
los grupos control, control tratado con ácido α-lipoico, glaucoma y glaucoma tratado con 
ácido α-lipoico.  
La capacidad antioxidante total en homogeneizados de NGL fue de 102 ± 6 µM Trolox 
en el grupo control y 68 ± 2 µM en el grupo glaucoma (p<0,05). Estos resultados mostraron 





 La administración de ácido α-lipoico aumentó en forma significativa los niveles de 
TRAP en homogeneizados de NGL, siendo los valores encontrados en el grupo glaucoma 
tratado con ácido α-lipoico 321 ± 10 µM Trolox (p<0,001) y en el grupo control tratado con 
ácido α-lipoico 295 ± 12 µM Trolox (p<0,001). Estos resultados indicaron un aumento del 372 
% en el grupo glaucoma tratado con ácido α-lipoico y del 189 % en el grupo control tratado 
con ácido α-lipoico respecto de los grupos glaucoma y control respectivamente.  
 























Figura 52. Capacidad antioxidante total en homogeneizados de NGL de ratas de los grupos 
control (C), control tratado con 100 mg/kg de peso de ácido α-lipoico ip (CL), glaucoma (G) y 
glaucoma tratado con 100 mg/kg de peso de ácido α-lipoico ip (GL) a los siete días de la 
cirugía Los valores se expresan como la media ± ESM para 6 animales en cada grupo 
(*p<0,05 vs control, ** p<0,001 vs control, # p< 0,001 vs glaucoma) 
 




 La Figura 53 muestra los niveles de glutatión en los homogeneizados de NGL en los 
grupos control, control tratado con ácido α-lipoico, glaucoma y glaucoma tratado con ácido 
α-lipoico.  






















Figura 53. Niveles de glutatión en homogeneizados de NGL para ratas de los grupos control 
(C), control tratado con 100 mg/kg de peso de ácido α-lipoico ip (CL), glaucoma (G) y 
glaucoma tratado con 100 mg/kg de peso de ácido α-lipoico ip (GL) a los siete días de la 
cirugía. Los valores se expresan como la media ± ESM para 6 animales en cada grupo 
(*p<0,01 vs control, #p<0,05 vs glaucoma) 
 Los valores glutatión fueron en el grupo control 6,12 ± 0,41 µmol/g de orgáno y en el 
grupo glaucoma 3,91 ± 0,29 µmol/g de orgáno (p< 0,01). Estos resultados mostraron una 
disminución de los niveles de glutatión 44 % en el grupo glaucoma respecto al grupo control. 
La administración de ácido α-lipoico, produjo un incremento del 42 % (p<0,05) en los 
niveles de glutatión en los homogeneizados de NGL en el grupo glaucoma tratado con ácido 




glutatión no mostraron diferencias significativas entre los grupos control y control tratado 






DAÑO OXIDATIVO EN LA CORTEZA VISUAL PRIMARIA DE RATAS SOMETIDAS A UN 
MODELO EXPERIMENTAL DE GLAUCOMA. ROL PROTECTOR DEL ÁCIDO α-LIPOICO  
  En el capítulo 3 se estudió daño oxidativo en el núcleo geniculado lateral de ratas 
sometidas al modelo de glaucoma experimental a los 7 días de la cirugía y se evaluó el rol 
protector del ácido α-lipoico. Se comprobó que las ratas sometidas al modelo experimental 
de glaucoma, presentaban un aumento de prooxidantes y una disminución significativa de 
antioxidantes no enzimáticos. También se observó que se producían modificaciones en los 
antioxidantes enzimáticos, ya sea disminuyéndolos (glutatión reductasa, tioredoxina 
reductasa) o aumentándolos (superóxido dismutasa y glutatión peróxidasa). Todas estas 
alteraciones a nivel de parámetros estudiados, en los animales sometidos al modelo de 
experimental de glaucoma, llevarían a daño a nivel del núcleo geniculado lateral. El 
tratamiento de las ratas glaucomatosas con ácido α-lipoico, produjo una disminución de los 
prooxidantes, un aumento de antioxidantes no enzimáticos conjuntamente al incremento de 
la superóxido dismutasa, glutatión reductasa y la tioredoxina reductasa en el núcleo 
geniculado lateral.  
 Los axones de las células ganglionares de la retina hacen sinapsis con las neuronas del 
núcleo geniculado lateral que envían sus axones a través de la radiación óptica a la corteza 
visual primaria, por tanto esta estructura visual también resulta ser un blanco específico en 




 En este capítulo se evalúan los cambios el estado oxidativo en corteza visual primaria 
a los 7 días en el modelo experimental de glaucoma en ratas y el efecto protector de una 
dosis de 100 mg /kg de peso de ácido α-lipoico administrada en forma intraperitoneal.  
4.1. Daño a lípidos 
 En la Figura 54 se muestran los resultados obtenidos cuando se midieron los TBARS, 
como marcador de daño a lípidos, en homogeneizados de corteza visual primaria para los 
grupos control, control tratado con ácido α-lipoico, glaucoma y glaucoma tratado tratado 
con ácido α-lipoico.  





























Figura 54. Niveles de TBARS en homogeneizados de corteza visual primaria de rata para los 
grupos control (C), control tratado con 100 mg/kg de peso de ácido α-lipoico ip (CL), 
glaucoma (G) y glaucoma tratado con 100 mg/kg de peso de ácido α-lipoico ip (GL) a los 7 
días de la cirugía. Los valores se expresan como la media ± ESM. Se utilizaron 6 animales 




Los valores hallados de TBARS para el grupo control fueron 2,26 ± 0,23 nmol/ mg 
proteína, en tanto para el grupo glaucoma fueron 5,28 ± 0,60 nmol/ mg proteína (p< 0,001). 
Estos resultados representan un aumento del 133 % en los niveles de TBARS para el grupo 
glaucoma respecto al grupo control.  
 El tratamiento ácido α-lipoico disminuyó los niveles de TBARS en un 36 % en el grupo 
glaucoma tratado (3,37 ± 0,60 nmol/ mg proteína, p<0,05) respecto al grupo glaucoma. No 
se encontraron diferencias significativas en los valores de TBARS en los homogeneizados de 
corteza visual entre los grupos control y control tratado con ácido α-lipoico (2,98 ± 0,57 
nmol/ mg proteína). 
4.2. Proteínas oxidadas  
 Para evaluar el daño a proteínas se midieron los niveles de grupos carbonilos que son 
productos de la oxidación de proteínas.  
  La Figura 55 muestra los valores obtenidos cuando se midieron los niveles de grupos 
carbonilos, como marcador de daño a proteínas, en homogeneizados de corteza visual 
primaria de ratas pertenecientes a los grupos control, control tratado con ácido α-lipoico, 
glaucoma y glaucoma tratado con ácido α-lipoico.  
 Los resultados mostraron un aumento significativo de los niveles de proteínas 
oxidadas del 138 % en los homogeneizados de corteza visual primaria del grupo glaucoma 
respecto del grupo control. Los valores hallados para el grupo control fueron 1,24 ± 0,15 






































Figura 55. Niveles de grupos carbonilos en homogeneizados de corteza visual primaria para 
ratas de los grupos control (C), control tratado con 100 mg/kg de peso de ácido α-lipoico ip 
(CL), glaucoma (G) y glaucoma tratado con 100 mg/kg de peso de ácido α-lipoico ip (GL) a los 
7 días de la cirugía. Los valores se expresan como la media ± ESM. Se utilizaron 6 animales 
para cada uno de los grupos (*p<0,001 vs control, #p<0,001 vs glaucoma). 
 La administración de ácido α-lipoico produjo una disminución del 58 % en la 
concentración de grupos carbonilos en el grupo glaucoma tratado con ácido α-lipoico (1,26 ± 
0,20 nmol/ mg proteína) respecto al grupo glaucoma (p<0,001). No se encontraron 
diferencias significativas entre los niveles de grupos carbonilos en los homogeneizados de 
corteza visual primaria pertenecientes a los grupos control y control tratado con ácido α-
lipoico (1,15 ± 0,18 nmol/ mg proteína). 
4.3. Determinación indirecta de óxido nítrico. Niveles de nitritos 





 En la Figura 56 se muestran los resultados obtenidos cuando se midieron los niveles 
de nitritos, como manera indirecta de evaluar concentración de óxido nítrico, en 
homogeneizados de corteza visual primaria de ratas pertenecientes a los grupos control, 
control tratado con ácido α-lipoico, glaucoma y glaucoma tratado con ácido α-lipoico.  
 






















Figura 56. Niveles de nitritos en homogeneizados de corteza visual primaria para ratas de los 
grupos control (C), control tratado con 100 mg/kg de peso de ácido α-lipoico ip (CL), 
glaucoma (G) y glaucoma tratado con 100 mg/kg de peso de ácido α-lipoico ip (GL) a los 7 
días de la cirugía. Los valores se expresan como la media ± ESM para 6 animales en cada 
grupo. (* p<0,001 vs control, #p < 0,001 vs glaucoma)-  
Los resultados mostraron un aumento significativo de los niveles de nitritos del 48 % 
en los homogeneizados de corteza visual primaria del grupo glaucoma respecto del grupo 
control. Los valores hallados para el grupo control fueron 4,7 ± 0,2 µM, en tanto para el 
grupo glaucoma fueron 7,0 ± 0,3 µM (p< 0,001) 
 El tratamiento con ácido α-lipoico produjo una caída del 48 % en la concentración de 




ácido α-lipoico (4,6 ± 0,4 µM, p<0,001) respecto al grupo glaucoma. No se encontraron 
diferencias significativas en los niveles de nitritos entre los grupos control y control tratado 
con ácido α-lipoico (4,5 ± 0,3 µM). 
4.4. Actividad de NADPH oxidasa 
 La enzima NADPH oxidasa (NOX) constituye una de las fuentes endógenas más 
importantes de anión superóxido en el organismo, ya que cataliza la transferencia de un 
electrón desde el NADPH hacia el oxígeno con la formación de anión superóxido. 
 La Figura 57 muestra los valores obtenidos cuando se midió la actividad de la NADPH 
oxidasa en homogeneizados de corteza visual primaria en los grupos control, control tratado 
con ácido α-lipoico, glaucoma y glaucoma tratado con ácido α-lipoico. 
 Los resultados mostraron un incremento en la actividad de NADPH oxidasa del 247 % 
en los homogeneizados de corteza visual primaria del grupo glaucoma respecto del grupo 
control. Los valores hallados para el grupo control fueron 0,046 ± 0,008 UA/ mg proteína, en 
tanto para el grupo glaucoma fueron 0,160 ± 0,029 UA/ mg proteína (p< 0,01). 
 El tratamiento con 100 mg de ácido α-lipoico no produjo cambios significativos en la 
actividad de la NADPH oxidasa de homogeneizados de corteza visual primaria entre los 
grupos control y control tratado con ácido α-lipoico (0,060 ± 0,010 UA/ mg proteína) así 
como tampoco entre los grupos glaucoma y glaucoma tratado con ácido α-lipoico (0,190 ± 



































Figura 57. Actividad de la NADPH oxidasa en homogeneizados de corteza visual primaria 
para ratas de los grupos control (C), control tratado con 100 mg/kg de peso de ácido α-
lipoico ip (CL), glaucoma (G) y glaucoma tratado con 100 mg/kg de peso de ácido α-lipoico ip 
(GL) a los 7 días de la cirugía. Los valores se expresan como la media ± ESM para 6 animales 
en cada grupo (*p<0,01 vs control).  
4.5. Actividad de superóxido dismutasa 
 Se determinó la actividad de la superóxido dismutasa en homogeneizados de corteza 
visual de rata para los grupos control, control tratado, glaucoma y glaucoma tratado. Los 







































Figura 58. Actividad de superóxido dismutasa en homogeneizados de corteza visual primaria 
para ratas de los grupos control (C), control tratado con 100 mg/kg de peso de ácido α-
lipoico ip (CL), glaucoma (G) y glaucoma tratado con 100 mg/kg de peso de ácido α-lipoico ip 
(GL) a los 7 días de la cirugía. Los valores se expresan como la media ± ESM para 6 animales 
en cada grupo (*p<0,05 vs control, **p<0,001 vs control, # p<0,001 vs glaucoma) 
 La actividad de superóxido dismutasa en homogeneizados de corteza visual en el 
grupo control fue 2,90 ± 0,25 U/ mg proteína, en tanto para el grupo glaucoma fue 4,07 ± 
0,17 U/ mg proteína (p<0,05). Estos resultados reflejaron un incremento del 40 % en la 
actividad de la enzima en el grupo glaucoma respecto al control 
 El tratamiento con ácido α-lipoico produjo un aumento de la actividad de la 
superóxido dismutasa del 90 % en el grupo control tratado con ácido α-lipoico (5,51 ± 0,30 
U/ mg proteína) respecto al control (p<0,001) y del 58 % en el grupo glaucoma tratado con 
ácido α-lipoico (6,45 ± 0,40 U/ mg proteína) comparado al grupo glaucoma (p< 0,001). 




 Se determinó la concentración de catalasa en homogeneizados de corteza visual de 
rata para los grupos control, control tratado con ácido α-lipoico, glaucoma y glaucoma 
tratado con ácido α-lipoico. Los resultados se muestran en la Figura 59. 
 


























Figura 59. Concentración de catalasa en homogeneizados de corteza visual primaria para 
ratas de los grupos control (C), control tratado con 100 mg/kg de peso de ácido α-lipoico ip 
(CL), glaucoma (G) y glaucoma tratado con 100 mg/kg de peso de ácido α-lipoico ip (GL) a los 
7 días de la cirugía. Los valores se expresan como la media ± ESM para 6 animales en cada 
grupo. 
 La concentración de catalasa en homogeneizados de corteza visual no mostró 
diferencias significativas entre ninguno de los grupos estudiados. 
4.7. Actividad de glutatión peroxidasa 
 Se determinó la actividad de glutatión peroxidasa en homogeneizados de corteza 
visual de rata para los grupos control y glaucoma. Los resultados obtenidos se muestran en 










































Figura 60. Actividad de glutatión peroxidasa en homogeneizados de corteza visual primaria 
para ratas de los grupos control (C), control tratado con 100 mg/kg de peso de ácido α-
lipoico ip (CL), glaucoma (G) y glaucoma tratado con 100 mg/kg de peso de ácido α-lipoico ip 
(GL) a los 7 días de la cirugía. Los valores se expresan como la media ± ESM para 6 animales 
en cada grupo (*p<0,05 vs control). 
 La actividad de glutatión peroxidasa en homogeneizados de corteza visual en el grupo 
control fue 0,079± 0,007 µmol/min. mg proteína, en tanto para el grupo glaucoma fue 0,123 
± 0,012 µmol/min. mg proteína (p<0,05). Estos resultados muestran un incremento del 56 % 
en la actividad de la enzima en el grupo glaucoma respecto al grupo control. 
  El tratamiento con ácido α-lipoico produjo un incremento del 52 % en la actividad de 
la enzima en el grupo control tratado con el antioxidante (0,120 ± 0,007 µmol/min. mg 
proteína) comparado al grupo control (p<0,05). En tanto, no se observaron diferencias 
significativas en la actividad de la glutatión peroxidasa entre los grupos glaucoma y glaucoma 





4.8. Actividad de glutatión reductasa 
 En la Figura 61 se muestra la actividad de glutatión reductasa en homogeneizados de 
corteza visual primaria en los grupos control, control tratado, glaucoma y glaucoma tratado.  






































Figura 61. Actividad de glutatión reductasa en homogeneizados de corteza visual primaria 
para ratas de los grupos control (C), control tratado con 100 mg/kg de peso de ácido α-
lipoico ip (CL), glaucoma (G) y glaucoma tratado con 100 mg/kg de peso de ácido α-lipoico ip 
(GL) a los 7 días de la cirugía. Los valores se expresan como la media ± ESM para 6 animales 
en cada grupo (*p<0,001 vs control,  # p<0,001 vs glaucoma)  
 La actividad de glutatión reductasa para el grupo control fue de 13,0 ± 1,0 
nmol/min.mg proteína en tanto para el grupo glaucoma fue de 6,3 ± 0,8 nmol/min.mg 
proteína, lo que muestra una disminución significativa del 52 % (p<0,001) en la actividad de 
la enzima en homogeneizados de la corteza visual en el grupo glaucoma. 
 El tratamiento con ácido α-lipoico produjo un incremento de la actividad de la 
glutatión reductasa del 81 % en el grupo glaucoma tratado con el antioxidante (11,4 ± 1,0 




significativas en la actividad de la enzima al comparar los grupos control y control tratado 
con ácido α-lipoico (13,9 ± 0,5 nmol/min.mg proteína). 
4.9. Actividad de tioredoxina reductasa 
 En la Figura 62 se muestra la actividad de tioredoxina reductasa en homogeneizados 
de corteza visual primaria en los grupos control, control tratado con ácido α-lipoico, 
glaucoma y glaucoma tratado con ácido α-lipoico.  
 







































Figura 62. Actividad de tioredoxina reductasa en homogeneizados de corteza visual primaria 
para ratas de los grupos control (C), control tratado con 100 mg/kg de peso de ácido α-
lipoico ip (CL), glaucoma (G) y glaucoma tratado con 100 mg/kg de peso de ácido α-lipoico ip 
(GL) a los 7 días de la cirugía.Los valores se expresan como la media ± ESM para 6 animales 
en cada grupo (*p<0,001 vs control, #p<0,05 vs glaucoma) 
La actividad de tioredoxina reductasa para el grupo control fue de 14,9 ± 0,8 




proteína, lo que muestra una disminución del 34 % en la actividad de la enzima en 
homogeneizados de la corteza visual en el grupo glaucoma (p<0,001). 
 El tratamiento con ácido α-lipoico incrementó la actividad de la tioredoxina reductasa 
en un 26 % en el grupo glaucoma tratado con el antioxidante (12,5 ± 0,3 mmol/min.mg 
proteína) respecto al grupo glaucoma (p<0,05). No se observaron diferencias significativas 
en la actividad de esta enzima al comparar los grupos control y control tratado con ácido α-
lipoico (14,8 ± 0,8 mmol/min.mg proteína) 
4.10. Actividad de glucosa -6-fosfato deshidrogenasa 
 En la Figura 63 se muestran los valores de la actividad de la glucosa-6-fosfato 
deshidrogenasa en homogeneizados de corteza visual primaria para los grupos control, 
control tratado con ácido α-lipoico, glaucoma y glaucoma tratado con ácido α-lipoico.  
 La actividad de glucosa-6-fosfato deshidrogenasa fue para el grupo control fue 0,18 ± 
0,02 mmol/min.mg proteína y disminuye en forma significativa (p<0,01) para el grupo 
glaucoma (0,10 ± 0,01 mmol/min.mg proteína). Estos resultados muestran una caída de la 
actividad de la enzima del 45% en el grupo glaucoma. 
 El tratamiento con ácido α-lipoico no modificó la actividad de la glucosa -6-fosfato 
deshidrogenasa en el grupo control tratado con el antioxidante (0,19 ± 0,01 mmol/min.mg 
proteína) comparado al control, ni en el grupo glaucoma tratado con ácido α-lipoico (0,12 ± 
















































Figura 63. Actividad de glucosa 6 fosfato deshidrogenasa en homogeneizados de corteza 
visual primaria para ratas de los grupos control (C), control tratado con 100 mg/kg de peso 
de ácido α-lipoico ip (CL), glaucoma (G) y glaucoma tratado con 100 mg/kg de peso de ácido 
α-lipoico ip (GL) a los 7 días de la cirugía. Los valores se expresan como la media ± ESM para 
6 animales en cada grupo (*p<0,01 vs control). 
4.11. Capacidad antioxidante total 
 En la Figura 64 se grafican los niveles de TRAP en homogeneizados de corteza visual 
primaria en los grupos control, control tratado, glaucoma y glaucoma tratado. 
 La capacidad antioxidante total en homogeneizados de corteza visual primaria 
disminuyó un 52 % en el grupo glaucoma (58 ± 5 µM Trolox) respecto al grupo control (117± 
5 µM Trolox, p<0,001). 
 El tratamiento con el ácido α-lipoico aumentó los niveles TRAP un 43 % en el grupo 
control tratado con ácido α-lipoico (167± 6 µM Trolox) y un 108 % en el grupo glaucoma 
tratado con ácido α-lipoico (121 ± 8 µM Trolox) respeto de los grupos control (p<0,001) y 



























Figura 64. Capacidad antioxidante total en homogeneizados de corteza visual primaria para 
ratas de los grupos control (C), control tratado con 100 mg/kg de peso de ácido α-lipoico ip 
(CL), glaucoma (G) y glaucoma tratado con 100 mg/kg de peso de ácido α-lipoico ip (GL) a los 
7 días de la cirugía. Los valores se expresan como la media ± ESM para 6 animales en cada 
grupo (*p<0,001 vs control, # p<0,001  vs glaucoma). 
 
4.12. Evaluación del balance redox 
4.12.1. Niveles de glutatión reducido 
 La Figura 65 muestra los niveles de glutatión reducido en los homogeneizados de 
































Figura 65. Glutatión reducido en homogeneizados de corteza visual primaria para ratas de 
los grupos control (C), control tratado con 100 mg/kg de peso de ácido α-lipoico ip (CL), 
glaucoma (G) y glaucoma tratado con 100 mg/kg de peso de ácido α-lipoico ip (GL) a los 7 
días de la cirugía. Los valores se expresan como la media ± ESM para 6 animales en cada 
grupo (*p<0,001 vs control, # p<0,001 vs glaucoma). 
 Los resultados obtenidos mostraron una disminución significativa del 46 %  al 
comparar el glutatión reducido en el grupo glaucoma (4,10 ± 0,31 µmol/g) respecto al grupo 
control (7,02 ± 0,39 µmol/g, p< 0,001). 
 El tratamiento con ácido α-lipoico produjo un aumento significativo del 78 % en los 
niveles de glutatión reducido en los homogeneizados de corteza visual del grupo glaucoma 
tratado (7,30 ± 0,21 µmol/g) respecto al grupo glaucoma (p<0,001). No se observaron 
diferencias significativas en los niveles de glutatión entre los grupos control y control tratado 





4.12.2. Niveles de glutatión oxidado 
 La Figura 66 muestra los niveles de glutatión oxidado en los homogeneizados de 
corteza visual en los grupos control, control tratado con ácido α-lipoico, glaucoma y 
glaucoma tratado con ácido α-lipoico. 



























Figura 66. Glutatión oxidado en homogeneizados de corteza visual primaria para ratas de los 
grupos control (C), control tratado con 100 mg/kg de peso de ácido α-lipoico ip (CL), 
glaucoma (G) y glaucoma tratado con 100 mg/kg de peso de ácido α-lipoico ip (GL) a los 7 
días de la cirugía. Los valores se expresan como la media ± ESM para 6 animales en cada 
grupo (*p<0,05 vs control, #p<0,05 vs glaucoma). 
Los resultados obtenidos mostraron un aumento significativo del 26 % al comparar el 
glutatión oxidado en el grupo glaucoma (0,47 ± 0,03 µmol/g) respecto al grupo control (0,35 
± 0,02 µmol/g, p< 0,05).    
 La administración de ácido α-lipoico, produjo una disminución significativa de los 
niveles de glutatión oxidado del 26 % en el grupo glaucoma tratado (0,35 ± 0,03 µmol/g) 
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respecto al grupo glaucoma (p< 0,05). Los niveles de glutatión oxidado no se modificaron 
significativamente al comparar los grupos control y control tratado (0,29 ± 0,03 µmol/g). 
4.12.3. Relación glutatión reducido / glutatión oxidado 
El estado redox es la relación entre las formas reducida y oxidada de un par redox 
específico. En las células existen varios pares redox que trabajan de manera conjunta para 
mantener el entorno redox. La relación glutatión reducido/glutatión oxidado da una medida 
del estado redox celular. 
En la Figura 67 se muestran los valores obtenidos al efectuar el cociente entre las 
concentraciones de glutatión reducido y glutatión oxidado presentes en los homogeneizados 
de corteza visual de rata de los grupos control, control tratado con ácido α-lipoico, glaucoma 
y glaucoma tratado con ácido α-lipoico. 
Los resultados mostraron una disminución del 57 % de la relación glutatión 
reducido/glutatión oxidado en el grupo glaucoma (8,7 ± 0,9) respecto al grupo control (20,0 
± 1,8, p< 0,001)). 
La administración de ácido α-lipoico incrementó la relación glutatión reducido a 
glutatión oxidado del 140 % en el grupo glaucoma tratado con ácido α-lipoico (21,0 ± 2,5) 
respecto al grupo glaucoma (p<0,01). No se observan diferencias significativas en la relación 





















Figura 68. Relación glutatión reducido/glutatión oxidado en corteza visual primaria para 
ratas de los grupos control (C), control tratado con 100 mg/kg de peso de ácido α-lipoico ip 
(CL), glaucoma (G) y glaucoma tratado con 100 mg/kg de peso de ácido α-lipoico ip (GL) a los 
7 días de la cirugía. Los valores se expresan como la media ESM para 6 animales en cada 






El estudio de las especies activas del oxígeno, al ser este un componente esencial, es 
un campo relevante con implicancias en las enfermedades oftálmicas. Cuando las células son 
expuestas a sustancias o condiciones que generan un daño oxidativo se producen 
alteraciones en el balance redox. Independientemente de la causa original, un aumento en 
las especies activas del oxigeno y del nitrógeno, lleva a modificaciones en la estructura y 
función de todos los componentes celulares (lípidos, proteínas y ADN). En todos los casos, se 
observa primero un daño reversible, luego si el daño oxidativo persiste, puede generar un 
daño irreversible e incluso la muerte celular. El estado redox en la célula es un mediador de 
procesos metabólicos, de señalización y transcripcionales. El balance entre los compuestos 
oxidados y reducidos es esencial para el normal funcionamiento y para la supervivencia 
celular (Halliwell y Gutteridge, 1989). Son varias las patologías en las que se han sugerido 
alteraciones en el potencial redox entre las cuales se encuentran las enfermedades 
neurodegenerativas y patologías oculares neurodegenerativas como el glaucoma (Ko y col., 
2005, Moreno y col., 2004; Sawada y col., 1999). 
El concepto de estrés oxidativo se ha ido desarrollando en los últimos años en el 
campo biomédico como un desbalance entre los niveles de prooxidantes y de antioxidantes, 
llevando a un aumento en la velocidad producción de especies oxidantes o a una 
disminución de la actividad de los sistemas antioxidantes (Sies, 1985). 
El concepto de antioxidante es un término que se puede aplicar a un amplio grupo de 
compuestos que protegen a los organismos aeróbicos del daño oxidativo. Un antioxidante 
mantiene las concentraciones en estado estacionario de especies activas del oxígeno en 
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condiciones fisiológicas ya sea disminuyendo su generación, atrapándolas o reparando el 
daño a macromoléculas. 
En la mayoría de las patologías que afectan a los seres humanos el estrés oxidativo es 
una consecuencia y no la causa primaria que da origen a la enfermedad. El daño tisular 
generalmente conduce a la generación de mediadores de injuria tales como las 
prostaglandinas, leucotrienos, interleuquinas y citoquinas que pueden desencadenar 
eventos a nivel celular que conducen a una situación de daño oxidativo. Bajo condiciones 
fisiológicas, el balance entre los antioxidantes y prooxidantes se mantiene. Cuando se 
generan especies activas del oxígeno, o si los sistemas de defensa antioxidante disminuyen 
este balance puede verse afectado. 
El daño oxidativo y los sistemas antioxidantes son potencialmente importantes para 
los tejidos oculares ya que el ojo se encuentra sometido a la exposición directa de la luz y 
debido a su alto metabolismo aeróbico debe procesar una gran cantidad de oxígeno en una 
pequeña masa de tejido. El alto contenido de ácidos grasos poliinsaturados en sus 
membranas lo hacen sensible a la oxidación. Si sumamos a estas situaciones arriba 
mencionadas, que en la retina la radiación es convertida en impulso nervioso para transmitir 
las imágenes al cerebro, las especies activas del oxígeno deberían contribuir en forma 
significativa al daño en las estructuras oculares. 
Debido a que las especies activas del oxígeno pueden dañar las células y la matriz 
extracelular, se han desarrollado mecanismos de defensa que protegen contra el daño 
oxidativo. Las enzimas antioxidantes superóxido dismutasa, catalasa y glutatión peroxidasa 
juegan un rol central en estos mecanismos de defensa. 
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En el humor acuoso y en el humor vítreo la actividad de la superóxido dismutasa es 
baja mientras que en la retina y en la córnea es alta. En general para los tejidos oculares se 
cumple que aquellos que tienen bajo metabolismo presentan baja actividad de superóxido 
dismutasa (Behndig y col., 1998). 
Tanto la catalasa como la glutatión peroxidasa se encuentran en los tejidos oculares 
incluyendo el cuerpo ciliar y hay evidencias de que ambas enzimas protegen a la cámara 
anterior del daño por peróxido de hidrógeno (Rose y col., 1998). En el humor acuoso de 
conejos la glutatión peroxidasa se correlaciona positivamente con la concentración de 
selenio en plasma. La glutatión peroxidasa plasmática no se correlaciona con la glutatión 
peroxidasa del humor acuoso esto sugiere que los niveles de enzima en ambos fluidos son 
controlados por diferentes mecanismos (Huang y col., 1993). 
Está documentado que el humor acuoso contiene varios agentes oxidantes activos 
como el anión superóxido y el peróxido de hidrógeno. La concentración en estado 
estacionario de H2O2 en el humor acuoso varía entre 25 a 70 M y se ha sugerido que en 
niveles por encima de estos valores resultan nocivos para el cristalino (Bleau y col., 1998). En 
el año 1995, Spector sugirió que el peróxido de hidrógeno contribuía al origen del daño en el 
cristalino que desencadena en cataratas. 
En el humor acuoso de conejos, ratas y humanos se han identificado moléculas de 
bajo peso molecular con capacidad de actuar como antioxidantes. El ácido ascórbico es el 
principal antioxidante no enzimático siguiéndole en orden de importancia la tirosina, el 
glutatión y la cisteína. En animales nocturnos, como las ratas, el glutatión es el que 





el humor acuoso sin embargo el primero en decaer es la cisteína luego el glutatión y 
finalmente el ácido ascórbico (Ritcher y Rose ,1998). 
El ácido ascórbico actúa regulando el contenido de peróxido de hidrógeno en la 
cámara anterior del ojo (Shang y col., 2003). La concentración del ácido ascórbico en el 
humor acuoso es de 2 mM y no se encontraron diferencias significativas entre los niveles de 
este antioxidante en los pacientes con catarata con respecto a los controles cadavéricos 
(Huang y col., 1997).  
 En el humor vítreo la concentración de este antioxidante es el doble de la presente 
en el humor acuoso; esta situación hace pensar que el ácido ascórbico protege a la retina del 
daño causado por la radiación ultravioleta y del efecto deletéreo de las especies activas del 
oxígeno (Rose y col., 1998). 
El daño oxidativo ha sido asociado con diferentes condiciones patológicas del ojo. Se 
han estudiado diversas enfermedades oculares degenerativas donde se han encontrado 
evidencias de la ocurrencia de estrés oxidativo, como por ejemplo la degeneración macular, 
la retinopatía diabética, la retinopatía del recién nacido, cataratas y el glaucoma.  
El glaucoma es definido como una neuropatía multifactorial asociada con cambios 
característicos a nivel de las células ganglionares de la retina, atrofia del nervio óptico y una 
pérdida progresiva del campo visual. La presión intraocular es considerada el principal factor 
de riesgo y durante la década de los 90 se consideró que el daño mecánico generado como 
consecuencia de la presión sobre el nervio óptico era el causante de la muerte neuronal 





generaban un aumento de la presión intraocular (Green, 1995), sólo un 25% de pacientes 
con presiones oculares superiores a 35 mmHg desarrollaban un daño glaucomatoso. Esto 
hizo pensar que el glaucoma no era simplemente una patología producida por el aumento 
de la presión. En los últimos años entre las posibles causas se han reportado cambios en los 
niveles de glutamato (Shen y col., 2004), alteraciones en el metabolismo del óxido nítrico 
(Galassi y col., 2004) y alteraciones vasculares (Chung y col., 1999). Desde hace veinte años 
que se comenzó a hipotetizar que el daño oxidativo podría ser un factor determinante en la 
fisiopatología del glaucoma. La pérdida progresiva de células en el trabeculado fue atribuido 
a los efectos deletéreos a largo plazo generado por las especies activas del oxígeno 
(Alvarado y col., 1981; Alvarado y col., 1984). A lo largo de estos años esta hipótesis ha sido 
sustentada por numerosos estudios en humanos, en animales y en cultivos celulares. Zhou y 
colaboradores en 1999 observaron que en cultivos de células del trabeculado, el agregado 
de peróxido de hidrógeno afecta la integridad celular. En 1983 Kahn y colaboradores, 
encontraron niveles elevados de H2O2 en el humor acuoso de cabras y propusieron que estos 
niveles aumentados, alteraban el mecanismo de drenaje del mismo. Otros estudios 
sugirieron que en el trabeculado está incrementada la actividad de la enzima óxido nítrico 
sintasa (NOS) y que la misma participa en la entrada y salida del humor acuoso (Nathanson y 
McKee, 1995). 
Estudios a nivel de la retina han demostrado que las células ganglionares de los 
conejos sometidas a isquemia mueren en forma progresiva y que la administración de 
antioxidantes revierte el daño (Müller y col., 1997). Por otro lado, Levin y colaboradores en 





neuronal. Otros estudios demostraron que las neuronas con altas concentraciones de óxido 
nítrico (NO) son resistentes a la neurotoxicidad (Becquet y col., 1997). 
En modelos animales de glaucoma luego de 8 semanas se observó una pérdida 
progresiva de células ganglionares de la retina y un aumento de los niveles de NO en la 
cabeza del nervio óptico (Neufeld y col., 1999). 
Los modelos animales han sido utilizados durante décadas como sustitutos del 
estudio de las patologías humanas. Un modelo de glaucoma en el cual el aumento de la 
presión intraocular se da por cauterización de dos de las cuatro venas epiesclerales (Shareef 
y col., 1995) facilita la comprensión de los mecanismos por los cuales se produce la muerte 
de las células ganglionares de la retina y del nervio óptico.  
Este modelo de glaucoma es sencillo de realizar y tiene la ventaja de mantener la 
presión intraocular elevada de manera sostenida por largos períodos de tiempo (desde 12 
hasta 15 semanas) produciendo una lesión de excavación de la cabeza del nervio óptico 
similar al que desarrollan los pacientes que padecen glaucoma.  
A pesar de ser considerada una enfermedad limitada al ojo, la mayor parte de los 
axones de las células ganglionares de la retina se proyectan al núcleo geniculado lateral, 
donde realizarán sinapsis con otras neuronas. Desde allí los axones se conectan con las 
neuronas de la corteza visual. La degeneración transináptica, es decir la transmisión de una 
enfermedad desde una neurona enferma a una sana, ha sido descripta en enfermedades 
como el Alzheimer y también en modelos experimentales de glaucoma (Crawford y col., 





estrategias de tratamiento dirigidas a prevenir la muerte neuronal se denominan 
neuroprotección (Caprioli, 1997; Osborne, 1999). En el glaucoma, la neuroprotección hace 
referencia a cualquier intervención para prevenir el daño en el nervio óptico o la muerte celular. 
El tratamiento se fundamenta en que los agentes neuroprotectores, previenen el daño del nervio 
óptico y la muerte celular, preservando la visión en el glaucoma. 
Los antioxidantes que se acumulan en el cerebro y en tejido neuronales son 
potenciales candidatos para la prevención y el tratamiento de desórdenes que involucran el 
daño oxidativo. El ácido lipoico podría ser efectivo tanto en la prevención como en el 
tratamiento del estrés oxidativo en el glaucoma ya que no modifica la presión intraocular 
(Inman y col, 2013) y atraviesa la barrera hematoencefálica (Seaton y col., 1996). 
A continuación se discutirá el desarrollo del modelo experimental, el impacto del 
aumento de la presión intraocular sobre las diferentes estructuras oculares, el estudio de las 






 El modelo de glaucoma en el cual el aumento de la presión intraocular se genera por 
cauterización de dos de las cuatro venas epiesclerales del ojo izquierdo (Shareef y col., 1995) 
facilita la comprensión de los mecanismos por los cuales se produce la muerte de las células 
ganglionares de la retina y del nervio óptico.  
Este modelo de glaucoma mantiene la presión intraocular elevada, de manera 
sostenida, por el período experimental evaluado, produciéndose una lesión de excavación 
de la cabeza del nervio óptico similar al que desarrollan los pacientes que padecen 
glaucoma. El periodo estudiado fue de 60 días. La presión intraocular en el ojo izquierdo fue 
de 21,7  1,7 mmHg mientras que en el derecho fue 9,0  3,0 mmHg (p< 0,001) a los 60 días. 
Esto demuestra la eficacia del modelo en mantener la presión intraocular elevada durante el 
período de evaluación ya que es el factor de riesgo primario del glaucoma. 
Estudios previos de nuestro grupo reportaron la ocurrencia de estrés oxidativo en el 
humor acuoso de pacientes con glaucoma (Ferreira y col., 2004 y 2009). Con el fin de evaluar 
el rol del estrés oxidativo en esta situación patológica, en las distintas estructuras del ojo a 
diferentes tiempos y poder postular un mecanismo de acción, se trabajó con el modelo 
experimental.  
Una de las determinaciones para analizar el daño oxidativo que genera el glaucoma 
en el ojo es la quimioluminiscencia in vivo. En las reacciones de fotoemisión se producen 
intermediarios en estado eléctricamente excitado. Estos intermediarios al volver a su estado 
fundamental emiten un fotón. Las ventajas de reacción son su elevada sensibilidad. La 
emisión de luz del órgano in situ está relacionada con la concentración en estado 
estacionario de las especies activas del oxígeno. Un nivel aumentado por sobre el valor 
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control refleja un aumento de la concentración en estado estacionario de moléculas en 
estado excitado como, por ejemplo, moléculas con grupos carbonilo excitados y oxígeno 
singulete. El ensayo tiene la característica de ser específico para el órgano; además no es 
invasivo ni destructivo para el tejido estudiado (Boveris y col., 1980a). 
Un análisis espectral de la quimoluminiscencia permite determinar las posibles 
especies involucradas en la emisión de luz. Cuando la luminiscencia proviene de moléculas 
que poseen grupos carbonilos excitados, el pico de emisión está centrado en 450 nm 
(Boveris y col., 1980b). Las moléculas con grupos carbonilos excitados se pueden generar 
como productos de la reacciones de recombinación de radicales peroxilo o alcoxilo formados 
en la etapa de propagación de la cadena de peroxidación lipídica o por la ruptura de un 
intermediario de reacción de tipo dioxetano (Cadenas y col., 1994). Cuando la emisión 
corresponde al oxígeno singulete el pico se encuentra a los 760 nm. El oxígeno  singulete se 
generaría como producto de las reacciones de peroxidación lipídica, probablemente como 
producto de la reacción de recombinación de radicales peroxilo. Esta reacción procede a 
través de la formación de un intermediario tetróxido, el que se descompone generando una 
molécula con un grupo cetónico, una molécula con un grupo alcohol y oxígeno singulete 
(Cadenas y col, 1994). El incremento en la fotoemisión reflejaría niveles elevados de oxy y 
peroxy radicales, que llevarían a las estructuras biológicas expuestas a una situación de 
estrés oxidativo (Evelson y col., 1997). En otros sistemas donde se ha determinado la 
luminiscencia in vivo se comprobó que cuando la misma aumenta en un 100 % con respecto 
al control, existe un daño celular irreversible con muerte celular, mientras que si el aumento 
es menor del 100% la situación de daño celular puede ser revertida (Fraga y col., 1985). 




quimioluminiscencia in vivo decayó en un 35 %, mientras que al mes del tratamiento se 
observa una tendencia similar pero con una disminución del 27 %. Sin embargo a los 60 días 
se observó un incremento del 22 % con respecto a la emisión proveniente de los ojos 
controles. Estos resultados sugieren que el estrés oxidativo generado en el modelo 
experimental es compensado inicialmente por la alta concentración de antioxidantes 
endógenos presentes en el ojo, mientras que el incremento en la quimioluminiscencia en los 
estadíos tardíos puede deberse a que el daño no puede ser compensado por los mismos. 
Para evaluar que sucede con la carga de antioxidantes no enzimáticos del ojo en los 
distintos períodos experimentales se determinó la capacidad antioxidante total del humor 
acuoso y del humor vítreo por luminiscencia. El valor promedio de TRAP en el humor acuoso 
a los 15 días fue un 40% menor con respecto al grupo control (p < 0,001), mientras que a los 
30 y a los 45 días la disminución observada fue del 54 % si se compara con los 15 días (p < 
0,001). A los 60 días se produce una reducción de un 45 % en los ojos con glaucoma con 
respecto a los controles (p < 0,001). Estos resultados sugieren que alteraciones en los niveles 
de antioxidantes presentes en humor acuoso dejarían a la cámara anterior desprotegida lo 
que se traduciría en mayor daño y muerte de células del trabeculado; a su vez un mal 
funcionamiento del trabeculado condiciona la hipertensión ocular y el consiguiente daño al 
nervio óptico. Los resultados obtenidos muestran una reducción significativa en la 
concentración de los antioxidantes hidrosolubles en el humor acuoso (que incluyen al 
glutatión, ácido ascórbico y tirosina). Esta disminución podría estar provocada por la 
ocurrencia de estrés oxidativo en el ojo glaucomatoso que hace que este órgano sea más 





En el humor vítreo el valor promedio de TRAP fue un 40 % más bajo en los ojos con 
glaucoma con respecto a los controles (p < 0,001) a los 7 días y esta disminución fue 
progresiva llegando a un mínimo del 78 % con respecto al grupo control (p < 0,001)a los 60 
días. Esto significa que alteraciones en los niveles de antioxidantes presentes en humor 
vítreo dejarían a la retina desprotegida lo que se traduciría en mayor daño y muerte de 
células ganglionares.  
El desbalance oxidativo de las muestras biológicas se considera un indicador válido de 
la ocurrencia de estrés oxidativo. Una disminución en la capacidad antioxidante de los 
tejidos o líquidos corporales podría ser la consecuencia de un aumento en los procesos 
oxidativos. El incremento en la quimioluminiscencia observado en estadios tardíos puede 
contribuir a la disminución de las antioxidantes evidenciado por la disminución del TRAP en 
humor vítreo y humor acuoso. Curiosamente, se observa una tendencia diferente en el 
humor vítreo y el humor acuoso a los 45 y 60 días, probablemente debido a la diferente tasa 
de recambio que tienen el humor vítreo y el humor acuoso. 
El balance oxidativo que se observó tanto en el humor acuoso como en el humor 
vítreo, sugiere que se podría correlacionar con el daño que se describe en el nervio óptico 
glaucomatoso.  
 La PIO elevada altera el flujo sanguíneo trayendo como consecuencia una 
disminución en la perfusión de la cabeza del nervio óptico y retina. Esta alteración puede 
causar isquemia, que afecta la supervivencia de células ganglionares de la retina. La 
elevación crónica de la PIO provoca la pérdida significativa de células ganglionares de la 




Las especies reactivas del oxígeno y del nitrógeno están implicadas en la muerte de 
las células ganglionares, actuando como segundos mensajeros, modulando la función de las 
proteínas (Aslan y col., 2008). La capacidad del óxido nítrico de inducir apoptosis ha sido bien 
documentada en los astrocitos (Hu y Van Eldik, 1996) y en las células neuronales (Heneka y 
col., 1998).  
El óxido nitrico en concentraciones superiores a 1 μM reacciona con el anión 
superóxido generando el radical peroxinitrito. Los productos finales de la reacción de este 
radical con diversas moléculas son los aniones nitratos y nitritos. Los niveles de estos 
compuestos representan una medida indirecta de la cantidad de oxido nítrico formado. Un 
aumento significativo de la concentración de nitritos en la cabeza del nervio óptico fue 
encontrado 7 días después de la cirugía, y este aumento se mantuvo hasta los 60 días. Estos 
resultados sugerirían que el óxido nítrico podría ser un mediador en la muerte de las células 
ganglionares. Siu y colaboradores (2002), demostraron que los niveles óxido nítrico 
aumentan en la retina después de la elevación de la presión intraocular. Neufeld y 
colaboradores (1997) reportaron un aumento de los niveles de isoformas de óxido nitrico 
sintasa (NOS) en la cabeza del nervio óptico y que un inhibidor de la NOS proporciona 
protección a las células ganglionares de la retina. 
 La retina presenta una susceptibilidad distinta al estrés oxidativo debido a su mayor 
tasa metabólica con altos niveles de demanda de oxígeno y membranas con alto contenido 
en lípidos. Los niveles de peroxidación lipídica confirman esta situación; observándose un 




  La peroxidación lipídica, en la cabeza del nervio óptico, mostró un incremento a partir 
de los 30 días posteriores a la cirugía, llegando a alcanzar un máximo del 600 % de aumento 
a los 60 días.  
Ko y colaboradores., (2005) utilizando otro modelo experimental de hipertensión 
ocular en ratas describieron un incremento significativo en los niveles de la peroxidación 
lipídica en retinas aisladas, tres semanas después de la elevación de la presión intraocular.  
 Los niveles de los productos de peroxidación de lípidos y óxido nítrico se 
incrementaron en la cabeza del nervio óptico. Manning y colaboradores (2001) demostraron 
que el anión superóxido induce la liberación de óxido nítrico. Esto daría lugar a la formación 
de peroxinitrito que promueve efectos citotóxicos en las células circundantes. Moreno y 
colaboradores (2004), mostraron una disminución significativa en las actividades de 
superóxido dismutasa y catalasa, conjuntamente con un incremento en la actividad de la 
glutatión peroxidasa en un modelo de glaucoma en ratas después de la inyección crónica de 
ácido hialurónico. Por otra parte, Ko y colaboradores (2005) reportaron un incremento en las 
actividades de superóxido dismutasa y catalasa una semana después de la elevación de la 
presión intraocular, para luego retornar a valores normales.  
El humor vítreo está en contacto con la retina y una disminución de su carga de 
antioxidantes podría generar una desprotección sobre la células ganglionares y la cabeza del 
nervio óptico haciéndole más susceptible al daño oxidativo. Con el objetivo de comprobar 
esta relación se realizó una correlación entre los niveles de TRAP en el humor vítreo y los 
niveles de TBARS en la cabeza del nervio óptico de la rata con glaucoma. La correlación 




peroxidación de lípidos se incrementaron mientras que disminuyeron los niveles de 
antioxidantes no enzimáticos.  
Los antioxidantes son moléculas que previenen o reducen el alcance de la 
destrucción oxidativa de las biomoléculas. El consumo de antioxidantes endógenos, 
evaluado por la disminución en los niveles de TRAP en el humor vítreo, puede ser debido a 
un aumento de los niveles de oxidantes en la cabeza del nervio óptico, como se evidencia 
por el incremento en la peroxidación lipídica. 
 La variación de la capacidad antioxidante en el humor acuoso y en el humor vítreo no 
tiene el mismo comportamiento a lo largo del periodo de experimentación. En el humor 
acuoso se observa una tendencia al aumento luego de su caída máxima entre los 30 y 45 
días, mientras que en el vítreo la caída es progresiva y sostenida en el tiempo. Esta 
diferencia observada probablemente sea debido a una diferente tasa de recambio que tiene 
el humor vítreo con respecto al humor acuoso. 
 En resumen, las especies activas de oxígeno aumentan y los antioxidantes no 
enzimáticos disminuyen en la cámara anterior del ojo glaucomatoso, mientras que en la 
cámara posterior también se encuentran disminuidos los antioxidantes no enzimáticos. Por 
otro lado en la cabeza del nervio óptico aumentan los prooxidantes como puede ser 
evidenciado por los aumentos en los niveles de nitritos y de la peroxidación lipídica.  
 La combinación de todos los marcadores evaluados conlleva al incremento del estrés 




De acuerdo con las observaciones descriptas en el capítulo 1, donde se han mostrado 
alteraciones del balance redox en las distintas áreas del ojo en la cronología experimental, se 
puede inferir que la retina está expuesta a un desbalance en su homeostasis redox que se 
podría extender no sólo a nivel del nervio óptico sino también en la zona del cerebro donde 
se encuentra el núcleo geniculado lateral y la corteza visual primaria ya que el glaucoma es 
considerada actualmente una enfermedad neurodegenerativa. 
En este capítulo se discutirán las alteraciones en el balance oxidativo en el cerebro de 
ratas sometidas a un modelo experimental de glaucoma luego de 7 días de realizada la 
cirugía. A ese tiempo, se observó un aumento en los niveles de nitritos en el nervio óptico, 
conjuntamente con una caída significativa de los niveles de antioxidantes no enzimáticos en 
el humor vítreo. Por otra parte, se evidenció daño a lípidos en la cabeza del nervio optico a 
partir de los 30 días y disminución de antioxidantes en la cámara anterior a partir de los 15 
días de la cirugía. Estas observaciones llevaron a la decisión de trabajar en períodos 
tempranos de la enfermedad y por esa razón los animales fueron sacrificados a los 7 días de 
realizar el modelo de glaucoma. 
El cerebro es un órgano constituido por un alto tenor de ácido grasos poliinsaturados. 
Este órgano al ser aislado tiene entonces una mayor susceptibilidad a ser oxidado por el 
oxígeno del aire, autooxidándose, sin necesidad de agregar un iniciador de la cadena de 
peroxidación lipídica como es el caso del hígado que requiere hidroperóxidos orgánicos o 
inorgánicos. En el homogeneizado de cerebro de ratas glaucomatosas la emisión espontánea 
fue un 55 % mayor que en los cerebros de las ratas controles, lo que muestra una alteración 
en el entorno redox del tejido. Esta determinación es un indicador de la relación entre la 
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concentración en estado estacionario de los prooxidantes y el nivel de antioxidantes 
enzimáticos y no enzimáticos presentes en el sistema estudiado. 
Las proteínas son objetivos importantes de daño oxidativo mediado por especies 
reactivas del oxígeno. Las proteínas oxidadas que son evaluadas por la carbonilación de 
proteínas, fueron un 93 % mayor en las muestras de glaucoma comparadas a los controles. 
La oxidación ha sido descripta como uno de los mecanismos más importantes del daño a 
proteínas y de la disfunción cerebral en varias enfermedades neurodegenerativas, 
incluyendo la enfermedad de Alzheimer (Smith  y col., 1991; Tezel y col., 2005). Un aumento 
en la oxidación de las proteínas se ha mostrado en la retina como consecuencia de la 
generación de especies activas del oxígeno y del nitrógeno en otro modelo de glaucoma en 
rata (Tezel y col., 2005). 
El óxido nítrico podría reaccionar con radicales hidroxilo para generar nitrito o con el 
anión superóxido para producir peroxinitrito, un potente oxidante. El aumento de óxido 
nítrico podría ser evidenciado por el aumento de su metabolito final, el nitrito (Hogg y 
Kalyanaraman, 1999). En este trabajo de tesis se ha encontrado un aumento significativo de 
los niveles de nitritos en los cerebros de ratas glaucomatosas correspondiente a un 20 %. 
Esto indica que hay un aumento en las especies activas del nitrógeno y que debido a su 
capacidad para modular múltiples vías de señalización mediadas por nitrosilación o tiol–
nitrosación, el nitrito puede actuar como intermediario de la formación de estos productos 
(Van Faassen y col., 2007). 
La generación de especies activas del oxígeno se encuentra incrementada en el 
cerebro glaucomatoso lo que puede ser sustentado por el aumento de la actividad de la 
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NADPH oxidasa (148 %) que trae aparejado un aumento en la concentración en  estado 
estacionario del anión superóxido. 
 Una reducción en la capacidad antioxidante de los tejidos se puede deber a un 
aumento en los procesos oxidativos. Entre los métodos utilizados para determinar la 
capacidad antioxidante de una muestra biológica, el TRAP es uno de los más ampliamente 
utilizados (Ferreira y col., 2004; Lissi y col., 1995). Se encontró una disminución del 41% en 
los niveles de TRAP de muestras de cerebro glaucomatoso en comparación con los controles. 
Estos resultados indican una reducción significativa en las concentraciones de antioxidantes 
hidrosolubles, tales como glutatión y ácido ascórbico. El estrés oxidativo en los cerebros de 
ratas con glaucoma puede ser la causa de esta disminución, lo que hace el órgano más 
susceptible a los daños asociados con la producción de especies activas del oxígeno.  
En el cerebro de este modelo experimental de glaucoma los niveles de glutatión se 
encuentran disminuidos en un 76 % El glutatión es una antioxidante clave en el metabolismo 
de hidroperóxidos y peróxido de hidrógeno y es crucial en el mantenimiento del estado 
redox celular (Forman y col., 2009). Inicialmente, cuando el estrés oxidativo es relativamente 
bajo, se activan varios factores de transcripción nuclear, tales como el factor nuclear 
eritroide-2 (Nrf2), qe inducen la transcripción de una serie de enzimas antioxidantes y 
detoxificantes, que contrarrestan la formación de especies activas (Rubio y col., 2010). Si 
esta respuesta antioxidante es inadecuada o falla, el resultado es una situación pro-
inflamatoria con varios efectos citotóxicos. Estos efectos están mediados por la vía de 
proteínas quinasas activadas por mitógenos (MAPK) y la vía del factor nuclear NF-κB, ambas 
sensibles al estado redox de la célula.  
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El glutatión está involucrado en el metabolismo del ácido ascórbico y su disminución 
hace que los radicales ascorbilo no puedan regenerar el ácido ascórbico (Halliwell y 
Gutteridge, 1989a). 
También se observó una disminución del 76 % en los niveles de ácido ascórbico en los 
homogeneizados del grupo glaucoma en comparación con el grupo control. Estos hallazgos 
parecen ser significativos ya que el ácido ascórbico es esencial en las células por su 
capacidad antioxidante y su papel en la regeneración de la vitamina E y glutatión (Packer y 
col., 1979).  
Los niveles de vitamina E se encontraron disminuidos en un 47 % en los 
homogeneizados de cerebro de ratas con glaucoma en comparación con los controles. La 
vitamina E protege las membranas de las células contra el daño oxidativo al eliminar los 
radicales peroxilo (Niki, 1996). Una reducción en los niveles de este antioxidante liposoluble 
en el cerebro podría estar relacionada con el aumento en la peroxidación de lípidos. El 
aumento observado en la quimioluminiscencia puede ser debido a la formación de radicales 
hidroxilo. Este radical se genera in vivo por acción de iones hierro o iones cobre, peróxido de 
hidrógeno y un agente reductor como el ascorbato por medio de la reacción de Fenton. La 
alta reactividad del radical hidroxilo hace que sea un oxidante selectivo que reacciona con 
las biomoléculas y es el principal iniciador de la cadena de peroxidación lipídica. 
Los cambios medidos en los antioxidantes no enzimáticos evaluados por TRAP son 
consistentes con la caída observada en los niveles de ácido ascórbico y la disminución de la 
concentración de glutatión. 
En tales condiciones de defensas antioxidantes no enzimáticas deficiente, un 
aumento en la actividad de las enzimas antioxidantes podría esperarse como una respuesta 
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adaptativa del tejido. De acuerdo con esta hipótesis, el grupo experimental presentó un 
aumento de las actividades de superóxido dismutasa del 42 %, y de glutatión peroxidasa del 
59 % comparadas al grupo control.  
El anión superóxido es metabolizado por la superóxido dismutasa que se encuentra 
incrementada, lo cual generaría como producto peróxido de hidrógeno, que puede generar a 
su vez radical hidroxilo vía reacción de Fenton-Haber-Weiss. Los parámetros de daño 
evaluados a nivel de lípidos y proteínas sustentan este mecanismo propuesto. La SOD 
cataliza la dismutación de anión superóxido para producir peróxido de hidrógeno, esta 
molécula es un componente esencial de las vías de transducción de señal cuando sus niveles 
son más altos que los valores fisiológicos (Trachootham y col., 2008). El peróxido de 
hidrogeno se detoxifica por dos enzimas antioxidantes, la catalasa y la GPx. La actividad de la 
GPx se encuentra incrementada y esa alteración podría tener consecuencias importantes en 
la concentración en estado estacionario de peróxido de hidrogeno. La GPx utiliza al glutatión 
como cofactor, esto podría exacerbar la disminución de este antioxidante hidrosoluble.  
 La supervivencia celular depende de la detoxificación de peróxido de hidrógeno y la 
inhibición de la catalasa podría aumentar los niveles de peróxido de hidrógeno, que no es 
compensado por el aumento de la actividad de GPx. Si bien no se encontraron cambios 
significativos en los niveles de catalasa y esto puede ser debido a la inhibición de la catalasa 
por la unión del óxido nítrico al grupo hemo de la enzima (Brown, 1995). El óxido nítrico 
compite con el peróxido de hidrógeno por la unión al complejo I de la catalasa; cuando se 
inhibe esta enzima, el peróxido de hidrógeno es metabolizado por la GPx.    
 Otras enzimas evaluadas en homogeneizados de cerebro en este trabajo fueron: la 
glutatión reductasa, la glucosa-6-fosfato deshidrogenasa y la tiorredoxina reductasa. En el 
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cerebro de este modelo experimental de glaucoma los niveles de glutatión se encuentran 
disminuidos, al igual que las actividades de todas las enzimas anteriormente mencionadas. 
La actividad de la glutatión reductasa disminuyó un 41 % en el cerebro de ratas 
glaucomatosas. Esta enzima cataliza la reducción NADPH dependiente del glutatión oxidado 
a glutatión reducido. Al estar comprometido el reciclado de glutatión, se producirían 
alteraciones en el mantenimiento del estado redox celular. El NADPH proviene de la vía de 
las pentosas en donde la enzima glucosa-6-fosfato- deshidrogenasa es la enzima que cataliza 
la primer reacción de dicha vía. La actividad de la glucosa-6-fosfato- deshidrogenasa se 
encontró disminuida en un 80 %, sugiriendo que la disponibilidad de NADPH está limitada. 
Por lo expuesto anteriormente los niveles de glutatión oxidado deberían estar 
incrementados. 
El entorno redox de tioles proteicos podría estar alterado por la disminución en la 
actividad de la tioredoxina reductasa, que en este modelo disminuyó en un 55 %. La 
tioredoxina protege a los grupos tioles de las proteínas, participa en la homeostasis redox 
del glutatión y es sensible a los niveles de peroxido de hidrógeno. Una deficiencia en el 
reciclado de la tiorredoxina resulta en niveles elevados de glutatión oxidado indicando que 





 De acuerdo a los resultados obtenidos y a la discusión del capítulo 2 de este trabajo 
de tesis, se puede concluir que el glaucoma genera un desbalance redox en cerebro del 
modelo experimental de glaucoma. Con lo cual en esta patología no solo se afecta a las 
células ganglionares de la retina sino también a los centros de la visión en el cerebro. El 
núcleo geniculado lateral resulta ser un blanco específico de daño en el glaucoma ya que los 
axones de las células ganglionares de la retina confluyen en esta área, resultando la primera 
zona del cerebro donde la neuropatía puede extenderse. La evidencia de cambios en el 
cerebro de pacientes con glaucoma es sustentada con estudios neuropatológicos y de 
neuroimágenes del núcleo geniculado lateral que muestran una disminución en la densidad 
de las neuronas en el glaucoma (Chaturvedi y col., 1993).  
En el glaucoma, la neuroprotección hace referencia a cualquier intervención para 
prevenir el daño en el nervio óptico o la muerte celular. La depleción del glutatión puede 
conducir a daño neuronal, con lo cual los antioxidantes tiólicos pueden resultar buenos 
candidatos para ser utilizados en patologías cerebrales. Varios estudios en animales y 
preliminares en humanos indican que el ácido α-lipoico puede ser efectivo en numerosos 
desordenes neurodegenerativos (Packer y col., 1997). El ácido α-lipoico ha sido utilizado 
para atenuar el daño oxidativo en las retinopatías (Reljanovic y col., 1999; Santos y Kowluru, 
2011) y en el tratamiento de la neurodegeneración (Ziegler, 2004) por su capacidad de 
atravesar la barrera hematoencefálica (Seaton y col., 1996) y sus propiedades antioxidantes.  





 El objetivo de este capítulo 3 es discutir las alteraciones que se producen en la 
homeostasis redox en el núcleo geniculado de ratas sometidas a un modelo experimental de 
glaucoma y las modificaciones encontradas en los marcadores de evaluados cuando se 
administra una terapia antioxidante con ácido α-lipoico.  
Uno de los marcadores de daño utilizados fue la peroxidación lipídica. En este 
marcador se observó un incremento del 34 %, en el grupo glaucoma respecto al control, 
mientras que la administración del ácido α-lipoico revierte ese aumento recuperando el 
valor del grupo control. Por otra parte, no se hallaron diferencias significativas en los 
animales que recibieron el ácido α-lipoico con respecto a los controles. Veskovic y 
colaboradores (2016) mostraron que el tratamiento con ácido α-lipoico disminuye el proceso 
de peroxidación de lípidos en un modelo de ratones con deficiencia de colina y metionina. 
Más aún, estos resultados son concordantes con los hallados por Imnan y col. (2013), que en 
retina de ratones DBA/2J demostraron que el tratamiento con ácido α-lipoico disminuyó los 
niveles de lipoperoxidación evaluados a partir de la determinación de malondialdehido y 4-
hidroxialquenal. 
Es importante tener en cuenta que el radical hidroxilo, es el principal iniciador de la 
cadena de peroxidación lipídica, por tanto la disminución de los niveles de este radical 
podría explicar la disminución del daño a lípidos observada. El ácido α-lipoico puede actuar 
atrapando a este radical de manera directa o puede disminuir su formación al quelar al 
hierro, ya que el principal mecanismo por el cual este radical es generado en sistemas 
biológicos es la reacción de Fenton-Haber-Weiss catalizada por este metal (Liochev, 1999).  
 Otra de las macromoléculas que son un blanco de daño oxidativo mediado por 




evalúa la oxidación sobre las mismas y los niveles de carbonilos en el núcleo geniculado 
lateral muestran un aumento 99 % en el grupo glaucoma respecto al grupo control. Estos 
resultados concuerdan con lo descripto por Tezel y colaboradores (2005) que documentaron 
la formación de grupos carbonilos en la glutamina sintasa y la proteína de choque térmico 
HSp72, identificadas como blancos de estrés oxidativo en un modelo experimental de 
glaucoma en ratas (Tezel y col., 2005). También este resultado sigue la misma tendencia a la 
observada en el cerebro, tal como se describió en el capítulo 2. Los carbonilos son un 
producto estable de la oxidación de proteínas y a diferencia de los productos de la 
peroxidación de lípidos o del glutatión oxidado, pueden permanecer sin ser reparados o 
removidos. Estas proteínas oxidadas no solo indican la ocurrencia de estrés oxidativo sino 
también indican la pérdida de funcionalidad. (Dalle-Donne y col., 2003). Un aumento en la 
oxidación de proteínas se ha documentado en las neuronas de cerebro de otras 
enfermedades neurodegenerativas como el Alzheimer (Aksenov y col., 2001) 
La administración del ácido α-lipoico revierte el aumento registrado recuperando el 
valor del grupo control, no hallándose diferencias significativas entre los animales que 
recibieron el ácido α-lipoico con respecto a los controles. Esto puede deberse a que el ácido 
α- lipoico atrapa especies activas del oxígeno y del nitrógeno (Smith y col., 2004), repara 
proteínas, es capaz de regenerar antioxidantes endógenos como el glutatión y posee 
capacidad quelante de metales (Biewenga y col., 1997). El ácido lipoico, por lo tanto, puede 
atrapar radical hidroxilo o disminuir de su formación ya que el principal mecanismo por el 
cual este radical es generado en sistemas biológicos es la reacción de Fenton-Haber-Weiss 




disponibilidad de radical hidroxilo, principal especie activa responsable del ataque sobre las 
proteínas. 
El aumento de la producción del óxido nítrico puede ser evidenciado por el 
incremento de uno de sus metabolitos finales que es el nitrito. La determinación de los 
niveles de nitritos mostró un aumento del 32 % en el núcleo geniculado. El oxido nítrico 
puede reaccionar con el anión superóxido para generar peroxinitrito que es una especie 
altamente reactiva y un poderoso oxidante de macromoléculas. El peroxinitrito puede 
descomponerse para generar radical hidroxilo, independientemente de la presencia de 
metales de transición. Feilchenfeld y colaboradores (2008), involucraron al peroxinitrito 
como responsable del daño observado en la glia de la cabeza del nervio óptico en pacientes 
con glaucoma. En suero de pacientes glaucomatosos se encontraron niveles elevados de 
nitritos (Javadiyan y col, 2012). En modelos animales de glaucoma, se ha encontrado 
inducida la expresión de la óxido nítrico sintasa (NOS) y aumenta la síntesis de óxido nítrico 
que se refleja en la nitración de proteínas que exacerban el daño neurodegenerativo (Aslan y 
col., 2008). 
La administración de ácido α-lipoico revierte el aumento registrado en los niveles de 
nitritos recuperando el valor del grupo control. Cabe mencionar, que no se hallaron 
diferencias significativas entre los animales que recibieron el ácido lipoico y los controles. El 
ácido α-lipoico atrapa especies activas del nitrógeno como el óxido nítrico y el peroxinitrito 
(Smith y col., 2004). Se ha descripto que el tratamiento con ácido lipoico disminuye la 
expresión del m-RNA y la expresión de los genes para NOS-2, lo que explicaría la caída de los 
niveles de nitrito observada en el núcleo geniculado lateral de ratas glaucomatosas tratadas 




Los marcadores de prooxidantes estudiados (TBARS, proteínas oxidadas y nitritos) en 
homogeneizados de núcleo geniculado se encuentran incrementados, lo que evidenciaría un 
aumento de las especies activas de oxígeno y del nitrógeno. Estos hallazgos indicarían que el 
estrés oxidativo y nitrosativo se encuentra exacerbado en este modelo experimental y 
concuerda con los hallazgos en el modelo experimental DBA/2J que mostró que en la retina 
se observa nitrosilación de proteínas y peroxidación de lípidos (Lambert y col., 2008). 
El tratamiento con ácido lipoico revierte los valores de estos 3 marcadores de daño a 
los valores controles. El ácido lipoico podría actuar atrapando especies activas del oxígeno y 
de nitrógeno, y quelando metales de transición lo que podría explicar la disminución 
observada en el proceso de oxidación de lípidos y proteínas. (Packer y col., 1997). Estos 
resultados son concordantes con los hallados por Imnan y colaboradores (2013), donde en la 
retina de ratones DBA/2J demostraron que el tratamiento con ácido lipoico disminuyó los 
niveles de lipoperoxidación evaluado a partir de la determinación de malondialdehido y 4 
hidroxialquenal. Además, en este mismo trabajo, observaron que el ácido α-lipoico limita la 
nitración de proteínas.  
El cerebro cuenta con niveles más bajos de defensas antioxidantes que otros órganos 
(Coyle y Puttfarcken, 1993). Entre las enzimas antioxidantes del cerebro, la superóxido 
dismutasa es la única que se encuentra en niveles similares a los determinados en el corazón 
o en el hígado. Los niveles de catalasa, en cambio, son muy bajos y corresponden a menos 
del 1% de aquéllos encontrados en hígado o en eritrocitos (Choi, 1993). 
Las actividades de la superoxido dismutasa y glutatión peroxidasa se encuentran 
incrementadas en el núcleo geniculado lateral en el grupo glaucoma respecto al control. Los 




peroxidasa. La concentración de la catalasa en homogeneizados de núcleo geniculado 
lateral, en tanto, no mostró diferencias significativas entre los grupos control y glaucoma. 
Aumentos en la actividad de SOD y de GPx habían sido observados en humor acuoso de 
pacientes con glaucoma (Ferreira y col., 2004). Sin embargo la SOD y la catalasa se 
encuentran disminuidas en la retina de ratas expuestas a un modelo de hipertensión ocular 
(Ko y col., 2005). La superóxido dismutasa cataliza la dismutación de anión superóxido a 
peróxido de hidrógeno. El aumento observado en los homogeneizados de núcleo geniculado 
lateral de la actividad de la SOD llevaría por tanto a un aumento en la concentración de 
peróxido de hidrógeno. La GPx y la catalasa son las principales enzimas que metabolizan el 
peróxido de hidrógeno y por ende protegen al cerebro del daño oxidativo. Dado que los 
niveles de glutatión peroxidasa son mucho mayores que aquellos de catalasa en el sistema 
nervioso central (Choi., 1993), probablemente esa enzima juegue un rol preponderante en la 
metabolización del peróxido de hidrógeno en el tejido neuronal (Sinet y col., 1980). El 
aumento observado en la actividad de la glutatión peroxidasa y de la superóxido dismutasa 
podría ser consecuencia de una situación de estrés oxidativo generado por el modelo 
experimental de glaucoma.  
El tratamiento con ácido lipoico, aumenta únicamente la actividad de la superóxido 
dismutasa, sin modificar las actividades de la catalasa y la glutatión peroxidasa en el NGL 
respecto al grupo glaucoma.  
Cabe mencionar sin embargo, que en homogeneizados del NGL se observa un 
aumento en la actividad de la glutatión peroxidasa en el grupo control tratado con ácido 




Inman y col. (2013) demostraron que el ácido lipoico, incrementa los genes 
antioxidantes y la expresión de proteínas relacionadas al estrés oxidativo. Este hecho, estaría 
relacionado con el factor de transcripción Nrf2, que en condiciones de estrés oxidativo se 
une al elemento de respuesta antioxidante (ARE), para regular la expresión de varios genes 
antioxidantes liberándose de su regulador el Keap 1 (Kobayashi y col., 2004). El ácido lipoico 
contribuye a la inducción de genes por el factor Nf2 por su semejanza con las ditioletionas, 
que son compuestos que rescatan de la unión regulatoria del Nrf2 por el Keap1, permitiendo 
que el Nrf2 se transloque al núcleo (Smith y col., 2004). El rescate del Nrf2 de este 
mecanismo represivo, podría explicar el incremento de las enzimas antioxidantes observado 
por el tratamiento con el ácido lipoico. Inman y colaboradores (2013), mostraron que en la 
retina de un modelo experimental de glaucoma el tratamiento con ácido lipoico, aumento la 
expresión de la enzimas glutatión transferasa, glutatión peroxidasa y peroxiredoxina, lo que 
sugiere que estos elementos de la defensa antioxidante celular se incrementan como 
resultado del tratamiento con ácido lipoico. 
La glutatión reductasa es una enzima esencial que recicla el glutatión oxidado a su 
forma reducida. La actividad de esta enzima se encuentra disminuida un 49% en el núcleo 
geniculado lateral en el grupo glaucoma comparado al control. Esta disminución llevaría a 
una deficiencia en el reciclado del glutatión. La administración del ácido α-lipoico revierte la 
disminución registrada en la actividad de esta enzima, recuperando el valor del grupo 
control. Esta situación podría deberse a que el ácido α-lipoico podría aumentar la expresión 
y la actividad de la glutatión reductasa frente a una patología que produce una disminución 




El sistema de la tioredoxina reductasa está presente en la mayoría de los organismos 
y resulta un sistema antioxidante esencial para la vida en los eucariotes superiores (Lu y 
Holmgren, 2014; Holmgren y Lu, 2010). La actividad de tioredoxina reductasa se encuentra 
disminuida en un 46 % en NGL en el grupo glaucoma respecto al grupo control, lo que 
indicaría un deficiente reciclado de tioredoxina en esta patología. Chen y colaboradores 
(2015), reportaron una disminución en la expresión de la tioredoxina en un modelo de 
hipertensión en el NGL. Estos resultados sumados a la disminución en la actividad indicarían 
un desbalance redox en las proteínas. El sistema de la tiorredoxina junto con el sistema del 
glutatión es fundamental para mantener la homeostasis redox en la célula. Estas 
alteraciones conducen a un desbalance oxidativo que se ve compensado con la 
suplementación con el ácido α-lipoico. 
En resumen el tratamiento con ácido α-lipoico en el modelo experimental de 
glaucoma en ratas, aumenta la actividad de la superóxido dismutasa, la glutatión reductasa y 
la tioredoxina reductasa sin modificar las actividades de la catalasa y la glutatión peroxidasa 
en el NGL respecto al grupo glaucoma. El aumento de la superóxido dismutasa está en 
concordancia con el estudio anteriormente descripto de Veskovic y colaboradores (2014) 
que mostraron que el tratamiento con ácido lipoico aumenta la actividad de esta enzima. 
Esto podría ser explicado por el efecto del ácido lipoico sobre el factor de crecimiento 
nervioso. Dicho factor promueve la expresión del gen de la SOD, lo que podría llevar al 
incremento de la actividad de superóxido dismutasa en el NGL. 
En el presente trabajo se midieron la capacidad antioxidante total y los niveles de 
glutatión como indicadores de la concentración de antioxidantes hidrosolubles en el NGL. 




grupo glaucoma, lo que podría relacionarse con una disminución en los niveles de ácido 
ascórbico y glutatión. Los niveles de glutatión total disminuyeron un 44 % en 
homogeneizados del núcleo geniculado lateral en el grupo glaucoma. Esta disminución 
podría deberse al deficiente reciclado de glutatión observado en esta patología por la 
disminución de la actividad de la glutatión reductasa y al aumento de la actividad de la 
glutatión peroxidasa que utiliza como sustrato al glutatión.  
El tratamiento con ácido lipoico produce un incremento significativo en los valores de 
TRAP y de glutatión. El aumento de los niveles de TRAP y glutatión podría deberse a que el 
ácido lipoico es capaz de regenerar antioxidantes no enzimáticos.  
La administración de ácido lipoico aumenta la carga total de antioxidantes tanto en el 
grupo control como en el grupo glaucoma, esta situación podría deberse a la contribución 
del ácido lipoico como antioxidante como así también su acción en el reciclado de glutatión y 
ácido ascórbico (Packer y col., 1997).  
El mantenimiento de los niveles de glutatión intracelular es esencial para proteger a 
las neuronas del daño por excitotoxicidad y la administración de ácido lipoico incrementa sus 
niveles entre un 30 a un 70 % (Packer y col., 1997). Estos incrementos se han observado 
tanto en cultivos celulares como modelos experimentales (Busse y col, 1992; Han y col., 
1995). El aumento en los niveles de glutatión podría deberse a que la biosíntesis del 
glutatión depende de la biodisponibilidad de un sustrato (cisteína) que es estimulada por el 
ácido α-lipoico que convierte la cistina a cisteína (Han y col., 1997). Además la glutamato 
cisteína ligasa, que es una enzima clave en la síntesis de glutatión, se encuentra regulada por 
el Nrf2- ARE y ácido α-lipoico contribuye a la inducción de genes por el factor Nf2 (Inman y 




Todos los resultados anteriormente mostrados indican que el núcleo geniculado es el primer 
blanco de daño oxidativo a nivel cerebral en el modelo de glaucoma sustentado la hipótesis 
de que el daño glaucomatoso se extiende más allá de la retina y del nervio óptico. La 
administración de ácido lipoico reduce los niveles de peroxidación de lípidos y proteínas 
oxidadas, y produce un aumento de los valores de los antioxidantes enzimáticos y no 
enzimáticos estudiados. Estos datos demuestran la utilidad de la terapia con el ácido α-
lipoico para reducir el estrés oxidativo generado en el núcleo geniculado en el modelo 




Los axones de las neuronas del núcleo geniculado hacen sinapsis con las neuronas de 
la corteza visual primaria. Como se discutió en el capítulo 3 el núcleo geniculado lateral 
presentó alteraciones en el balance redox, con lo cual se puede hipotetizar que por 
degeneración transináptica, el daño oxidativo que ocurre en el núcleo geniculado puede 
extenderse a nivel de la corteza. 
Gupta y colaboradores, en el año 2006 describieron por primera vez alteraciones en 
el nervio óptico mediante neuroimágenes y neurodegeneración en el núcleo geniculado, la 
corteza visual y el nervio óptico intracraneal, tanto en primates como en humanos. Por 
medio de técnicas de resonancia magnética se han encontrado modificaciones en 
neuroimágenes, que muestran una disminución de la materia gris (Li y col., 2012), cambios 
en el volumen de la corteza visual (Chen y col., 2013a) y cambios estructurales (Chen y col., 
2013b; Murai y col., 2013) y funcionales (Duncan y col., 2007) que se correlacionan con la 
severidad de la pérdida del campo visual. 
Si bien el daño a nivel tanto del núcleo geniculado como de la corteza visual primaria 
fue descripto en términos de anatomía patológica y con imágenes, bioquímicamente este es 
el primer reporte de cambios en el balance redox de la corteza visual primaria en ratas. 
La evaluación del daño oxidativo en homogeneizados de corteza visual primaria 
mostró un aumento del 133 % de los niveles de TBARS y del 138 % de los niveles de grupos 
carbonilos en el grupo glaucoma respecto del control. Esto indica que en corteza visual al 
igual que lo observado en núcleo geniculado y cerebro de este modelo experimental, se 
produce un aumento de daño oxidativo a lípidos y proteínas por los mismos mecanismos 
descriptos anteriormente. 
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El tratamiento con ácido lipoico disminuye los niveles de TBARS y de grupos 
carbonilos, lo que indicaría una protección sobre el daño oxidativo a lípidos y proteínas. Esto 
se podría explicar teniendo en cuenta, la capacidad del ácido α-lipoico de atrapar especies 
activas del oxígeno y del nitrógeno tales como el radical hidroxilo, principal iniciador de la 
cadena de peroxidación de lípidos, y el peroxinitrito que producen daño oxidativo a nivel de 
lípidos y proteínas (Biewenga y col., 1997). 
El daño a lípidos y a proteínas observado en el núcleo geniculado lateral y en la 
corteza visual primaria guarda el mismo patrón en ambas estructuras cerebrales. Así como 
también la respuesta a la suplementación con el antioxidante pudiendo recuperar los valores 
controles. 
Por otra parte, los niveles de nitritos mostraron un incremento del 48 % en 
homogeneizados de corteza visual primaria en el grupo glaucoma respecto al control.  El 
tratamiento de con ácido α-lipoico disminuye los niveles de nitritos, que es un marcador 
indirecto de la concentración de óxido nítrico, en corteza visual lo que estaría relacionado 
con la capacidad del ácido α-lipoico de disminuir expresión del m-RNA y la expresión de los 
genes para NOS-2 (Inman y col., 2013). Analizando los resultados observados en la corteza 
visual primaria se repite el mismo comportamiento que en el núcleo geniculado de los 
animales del grupo glaucoma. La suplementación con ácido α-lipoico recupera los niveles de 
nitritos hallados en el grupo control. 
La actividad de la NADPH oxidasa mostró un incremento del 247 % en 
homogeneizados de corteza visual primaria en el grupo glaucoma respecto al control. La 
NADPH cataliza la transferencia de un electrón desde el NADPH hacia el oxígeno dando lugar 
a la formación de anión superóxido. El incremento en la actividad de esta enzima, por tanto, 
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indicaría un aumento en la generación de anión superóxido, que puede reaccionar con el 
óxido nítrico, que también se encontraría incrementado, ya que los niveles de nitritos se 
encuentran aumentados. El tratamiento con ácido α-lipoico no tuvo efecto sobre la actividad 
de la enzima NADPH oxidasa en corteza visual. Scott y colaboradores, en el año 1994 
describieron que el ácido α-lipoico no puede reaccionar detoxificando el anión superóxido. 
La evaluación de la actividad de la SOD en la corteza visual primaria del grupo control 
no presentó diferencias significativas con los niveles encontrados en el homogeneizado de 
cerebro control (capítulo 2); sin embargo comparando los niveles  de SOD en el núcleo 
geniculado son 203 % veces mayores que los de la corteza visual. Esto podría justificar que el 
tratamiento con ácido α-lipoico en la corteza visual control, incremente la actividad de SOD 
un 90% con respecto al control. El ácido α-lipoico estimula el factor de crecimiento nervioso 
que promueve la expresión del gen de la SOD (Perera y col., 2011). En el núcleo geniculado 
tratado con α-lipoico no hay diferencias significativas con respecto al control pudiendo 
deberse a que ante la elevada actividad de SOD en esta área no se estaría estimulando el 
gen de SOD. 
La evaluación de la actividad de la SOD en corteza visual primaria mostró un 
incremento del 40% en el grupo glaucoma respecto al grupo control. La administración de 
ácido α-lipoico aumenta la actividad de SOD en un 58% con respecto al grupo glaucoma y un 
90% con respecto al grupo que recibió el ácido lipoico sin cauterización. La superóxido 
dismutasa cataliza la dismutación de anión superóxido, lo que llevaría a un incremento en 
los niveles de peróxido de hidrógeno. Una de las enzimas que metabolizan esta especie es la 
catalasa. 
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La concentración de la catalasa no mostró diferencias significativas entre los grupos 
control y glaucoma, ni modificaciones ante la administración de ácido α-lipoico. Este mismo 
patrón se observó en el núcleo geniculado y en el cerebro total. 
Al encontrarse la superóxido dismutasa incrementada los niveles de peróxido de 
hidrógeno aumentarían y como los niveles de catalasa no se modifican, el peróxido de 
hidrógeno estaría siendo metabolizado por medio de la GPx. 
Cabe mencionar que la actividad de GPx se encontró aumentada en el grupo control 
tratado con ácido lipoico un 52% con respecto al control. Esto podría ser explicado por la 
inducción sobre el sistema Nrf2 que estimula la expresión de enzimas antioxidantes cuando 
se une al elemento de respuesta antioxidante (ARE), para regular la expresión de varios 
genes antioxidantes liberándose de su regulador el Keap 1 (Kobayashi y col., 2004). El ácido 
lipoico contribuye a la inducción de genes por el factor Nrf2 por su semejanza con las 
ditioletionas, que son compuestos que rescatan de la unión regulatoria del Nrf2 por el 
Keap1, permitiendo que el Nrf2 se transloque al núcleo (Smith y col., 2004). El rescate del 
Nrf2 de este mecanismo represivo, podría explicar el incremento de las enzimas 
antioxidantes observado por el tratamiento con el ácido lipoico.  
La evaluación de la actividad de GPx en corteza visual primaria mostró un incremento 
del 56 % respectivamente en el grupo glaucoma respecto al grupo control. Sin embargo si 
comparamos el grupo tratado con ácido lipoico con respecto al grupo glaucoma no se 
encuentran diferencias significativas. Esto podría explicarse debido a que en el glaucoma 
esta enzima se encuentra aumentada significativamente tanto en el humor acuoso, como en 
la sangre de los pacientes con distinto tipo de glaucoma (Ferreira 2004, Ferreira 2009, 
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Ferreira 2010). Ante estos valores elevados la inducción del sistema Nrf2-ARE por acción del 
ácido lipoico no estaría estimulada. 
La actividad de la glutatión reductasa se encuentra disminuida un 52 % en corteza 
visual primaria en el grupo glaucoma comparado al control. Esto llevaría a un deficiente 
reciclado de glutatión y un aumento del glutatión oxidado lo que llevaría a alteraciones en el 
estado redox celular. La administración de ácido α-lipoico aumenta la actividad de la 
glutatión reductasa en un 81% en corteza visual en el grupo glaucoma respecto al control. 
No se encontraron diferencias significativas en el grupo tratado con lipoico con respecto al 
control. 
La actividad de la tioredoxina reductasa se encuentra disminuida un 34 % en corteza 
visual primaria en el grupo glaucoma comparado al control. Esto llevaría a un deficiente 
reciclado de tioredoxina lo que llevaría a alteraciones en el estado redox celular por un 
desbalance de los grupos tioles proteicos. La administración de ácido α-lipoico aumenta un 
26 % la actividad tioredoxina reductasa en corteza visual en el grupo glaucoma respecto al 
control. No se encontraron diferencias significativas en el grupo tratado con lipoico con 
respecto al control. 
La glucosa-6-fosfato deshidrogenasa resulta la principal fuente intracelular de NADPH 
(Chung y col., 1991; Singh y col., 2012) ya que cataliza la conversión de glucosa-6-fosfato en 
6-fosfogluconolactona regenerando el NADPH a partir de NADP+. La determinación de la 
actividad de esta enzima en homogeneizados de corteza visual mostró una disminución del 
45 %. Esta caída en la actividad enzimática conduciría a una disminución de la disponibilidad 
del NADPH, que es cofactor de las enzimas glutatión reductasa y tioredoxina reductasa. La 
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administración de ácido α-lipoico no modifica la actividad de glucosa-6-fosfato 
deshidrogenasa.  
En este trabajo tesis se evaluaron los antioxidantes hidrosolubles en corteza visual 
por medio de la medida del TRAP encontrándose una disminución del 52 % en el grupo 
glaucoma. En corteza visual los antioxidantes que contribuirían principalmente a esta 
determinación serían el glutatión y el ácido ascórbico. Cabe mencionar que el TRAP se 
encontró aumentado un 43 % en el grupo control tratado con ácido lipoico con respecto al 
grupo control. Esto se debe a que el ácido lipoico actúa como antioxidante en el sistema y 
sería evaluado por dicha técnica, debido a la disponibilidad de grupos tioles. El tratamiento 
con ácido lipoico produjo un aumento en los niveles de TRAP del 108 % con respecto al 
grupo glaucoma. La disminución de la capacidad antioxidante total que se observa en el 
glaucoma estaría dada por un aumento de los prooxidantes, que consumen antioxidantes no 
enzimáticos y puede ser revertida por la administración del ácido lipoico. Este antioxidante 
no sólo, atraviesa la barrera hematoencefálica, sino también actúa como atrapador de 
radicales del oxígeno y del nitrógeno, tales como peroxinitrito, radical hidroxilo y oxigeno 
singulete (Shay y col., 2009). 
Para evaluar el balance redox se determinaron en homogeneizados de corteza visual, 
los niveles de glutatión reducido, el glutatión oxidado y la relación GSH /GSSG. Los 
resultados mostraron para el grupo glaucoma comparado al grupo control, una disminución 
del 46 % en los niveles de glutatión reducido conjuntamente con un aumento del 26 % del 
glutatión oxidado y una disminución del 57 % de la relación GSH/GSSG. El tratamiento con 
ácido α-lipoico produjo un aumento en los niveles de glutatión reducido de un 78 %, una 
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disminución en los niveles de glutatión oxidado de un 26 % y un aumento en la relación GSH/ 
GSSG de un 140 % en la corteza visual del grupo glaucoma tratado con este antioxidante. 
El glutatión es capaz de atrapar especies reactivas del oxígeno y del nitrógeno, 
contribuyendo de esta manera al control de la homeostasis redox (Couto y Col., 2016). La 
disminución observada en el grupo glaucoma en los niveles de glutatión reducido 
conjuntamente con el aumento de los niveles de glutatión oxidado podría deberse a la 
disminución de la actividad de la glutatión reductasa y de la disponibilidad de NADPH, la que 
podría llevar, a un deficiente reciclado de glutatión.  
El aumento observado en el grupo glaucoma tratado con ácido α-lipoico podría 
deberse a que este antioxidante estimula la biosíntesis del glutatión aumentando la 
biodisponibilidad de cisteína. El ácido α-lipoico convierte la cistina a cisteína y actúa 
modulando la expresión de la enzima glutamato-cisteína ligasa (Aoyama y col., 2008) a 
través del sistema Nrf2-ARE (Koriyama y col., 2013). Esta enzima cataliza la unión entre el 
glutamato y la cisteína que es el paso limitante para la síntesis del glutatión. Szelag y 
colaboradores, en el año 2012 describieron que el ácido α-lipoico puede regenerar la 
relación GSH /GSSG por el mecanismo descripto anteriormente.  
 El aumento observado en esta tesis en la relación GSH/GSSG se debe no solo a que la 
actividad de la glutatión reductasa se encuentra aumentada, mejorando el reciclado del 
glutatión, sino también a los efectos del ácido α-lipoico.  
Todos los resultados anteriormente mostrados indican que la corteza visual es otro 
blanco de daño oxidativo a nivel cerebral en el modelo de glaucoma sustentado la hipótesis 
de que el daño glaucomatoso se extiende vía transináptica desde el núcleo geniculado a la 
corteza visual primaria. La administración de ácido α-lipoico mejora el entorno redox de esta 
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área del cerebro haciendo factible su utilización en la neuroprotección del cerebro 
glaucomatoso. 




En este trabajo de tesis se utilizó un modelo experimental de glaucoma basado en 
elevación de la presión intraocular a través de la cauterización de dos de las cuatro venas 
epiesclerales del ojo izquierdo. 
El estudio de los procesos de óxido – reducción por medio de la quimioluminiscencia 
in vivo en el ojo glaucomatoso a distintos tiempos, permitió establecer un comportamiento 
diferenciado que es un reflejo de las alteraciones de los productos oxidados y reducidos no 
solo de la superficie ocular sino también de la cámara anterior.  
La disminución de los antioxidantes no enzimáticos en el humor acuoso, evaluados a 
través de la capacidad antioxidante total, sigue el patrón observado en la 
quimioluminiscencia in vivo. Esto podría explicarse porque esta determinación relaciona el 
estado estacionario de las especies activas del oxígeno y sus antioxidantes. Esta situación 
dejaría a la cámara anterior del ojo desprotegida lo que se traduciría en mayor daño y 
muerte de las células del trabeculado. 
El incremento del óxido nítrico, determinado a través de la concentración de nitritos, 
sostenido desde los 7 hasta los 60 días, podría inducir mecanismos apoptóticos en las células 
ganglionares y causar daño a nivel de la retina.  
Los niveles de antioxidantes hidrosolubles en el humor vítreo disminuyen 
significativamente en forma sostenida desde el séptimo día, lo que indica que el consumo de 
estos compuestos dejaría a las membranas más vulnerables a la oxidación lipídica en la 
cabeza del nervio óptico como se observa en este estudio.  
El aumento de prooxidantes y la disminución de antioxidantes, expone a la retina a 
un estrés oxidativo que podría inducir daño a nivel cerebral.  
A los 7 días, los antioxidantes no enzimáticos no estaban disminuidos en la cámara 




lípidos. Por los motivos anteriormente expuestos se decidió trabajar con el cerebro y sus 
estructuras en periodos tempranos de la enfermedad. 
A pesar de ser considerada una enfermedad limitada al ojo, la mayor parte de los 
axones de las células ganglionares de la retina se proyectan al núcleo geniculado lateral, 
donde realizarán sinapsis con otras neuronas. Desde allí los axones se conectan con las 
neuronas de la corteza visual.  
En ambas áreas cerebrales (núcleo geniculado lateral y corteza visual), en los 
animales glaucomatosos, se observó un aumento de los prooxidantes (niveles de óxido 
nítrico, oxidación de lípidos y proteínas), una disminución de antioxidantes no enzimáticos 
(TRAP y glutatión reducido), un aumento de las actividades de superóxido dismutasa y de 
glutatión peroxidasa. El incremento de las actividades enzimáticas probablemente como 
consecuencia de un mecanismo compensatorio por el incremento de especies activas del 
oxígeno tales como el anión superóxido y el peróxido de hidrógeno. Este último puede ser 
detoxificado por las enzimas catalasa y por la glutatión peroxidasa. Teniendo en cuenta que 
la catalasa se encuentra en bajas concentraciones en estas estructuras y que sus niveles no 
se modifican en el modelo experimental de glaucoma, el peróxido de hidrógeno será 
metabolizado fundamentalmente por la glutatión peroxidasa, produciendo consumo de 
glutatión. Además se registra una disminución de las actividades de las enzimas que reciclan 
los grupos tiólicos (glutatión reductasa y tioredoxina reductasa). Esto conduciría a una 
alteración en el entorno redox celular, ya que ni el glutatión reducido ni la tioredoxina 
reducida podrían ser reciclados.   
Todos los resultados evaluados en ambas estructuras presentaron un perfil similar al 





Figura 69. Esquema que muestra la variación de los parámetros prooxidantes; antioxidantes 
no enzimáticos y antioxidantes enzimáticos en las estructuras cerebrales en el modelo 
experimental de glaucoma*. 
En la Figura 69 se muestra un resumen de los resultados obtenidos en ambas 
estructuras cerebrales en el modelo de glaucoma experimental. 
Es de destacar que en las ratas controles la actividad de superóxido dismutasa en el 
núcleo geniculado lateral es tres veces mayor cuando se lo compara con la corteza visual 
primaria, en tanto la actividad de glutatión peroxidasa es mayor en corteza visual primaria 
que en núcleo geniculados lateral, al igual que los niveles de glutatión que son superiores en 
la corteza. 
Los resultados presentados en esta tesis son los primeros reportes en describir el 





El estudio anatomopatológico a nivel estructuras oculares y cerebrales podría 
enriquecer este trabajo de tesis ya que permitiría relacionar los parámetros bioquímicos 
evaluados con el daño en los diferentes tejidos. 
Las alteraciones cerebrales son atenuadas por la administración intraperitoneal de 
una dosis diaria de 100 mg/kg de ácido- α- lipoico. Este compuesto es un antioxidante que 
no modifica la presión intraocular y atraviesa la barrera hematoencefálica. En las estructuras 
cerebrales evaluadas, el ácido α -lipoico produce una disminución del daño oxidativo a 
lípidos y proteínas que podría estar relacionada con su función de atrapador de especies 
activas del oxígeno y del nitrógeno. El incremento en la actividad de las enzimas 
antioxidantes, superóxido dismutasa, glutatión reductasa y tioredoxina reductasa, puede 
atribuirse a la acción del ácido α-lipoico sobre el factor Nrf2. El aumento de la actividad de la 
glutatión reductasa y la tioredoxina reductasa optimiza el reciclado del glutatión y la 
tioredoxina produciendo una mejora en el entorno redox celular. El aumento en los niveles 
de glutatión reducido podría ser la consecuencia de la modulación que efectúa el ácido α-
lipoico de la expresión de la enzima glutamato-cisteína ligasa que limita la síntesis del 
glutatión. En la Figura 70 se muestra un resumen de los resultados obtenidos en ambas 






Figura 70. Esquema que muestra la variación de los parámetros prooxidantes; 
antioxidantes no enzimáticos y antioxidantes enzimáticos en las estructuras cerebrales en 
el modelo experimental de glaucoma con la administración intraperitoneal de una dosis 
de 100 mg/kg peso de ácido α-lipoico*.  
Por todo lo expuesto en este trabajo de tesis, se puede concluir que en el modelo 
experimental de glaucoma, se produce una variación en el entorno redox en distintas 
estructuras oculares y cerebrales y que estos cambios pueden ser revertidos por la 
utilización de una terapia antioxidante, lo que confirma la hipótesis propuesta al inicio de 
este trabajo de tesis. El desbalance oxidativo se manifiesta por cambios en el entorno 
redox de las áreas cerebrales que son blancos de alcance del nervio óptico. El ácido α-
lipoico podría ser utilizado como neuroprotector ya que puede revertir alguno de los 




neurodegenerativo redundarían en un beneficio en el tratamiento del glaucoma 
enfermedad que es la mayor causa de ceguera en el mundo. 
 
*Abreviaturas utilizadas en las Figuras 69 y 70: AscH: ácido ascórbico, Asc●: radical ascorbilo, Arg: 
Arginina, Trx(SH)2: tioredoxina reducida,TrxS2: tioredoxina oxidada, NO●: óxido nítrico, O2●-: anión 
superóxido, H2O2: peróxido de hidrógeno, HO●: radical hidroxilo, ONOO●-: peroxinitrito, LA: ácido 
lipoico, DHLA: ácido dihidrolipoico, TRAP: capacidad antioxidante total, GSH: glutatión reducido, 
GSSG: glutatión oxidado, SOD: superóxido dismutasa, CAT: catalasa, GPx: glutatión peroxidasa, GR: 
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El glaucoma es una neuropatía óptica multifactorial caracterizada por la pérdida de 
células ganglionares retinales y atrofia del nervio óptico. Es considerada una enfermedad 
neurodegenerativa el daño al núcleo geniculado lateral, extendiéndose y corteza visual 
primaria. 
 Los objetivos de este trabajo fueron evaluar las alteraciones que se producen en el 
entorno redox en diferentes partes del ojo y estructuras visuales cerebrales de ratas 
sometidas a un modelo experimental de glaucoma y evaluar el posible efecto 
neuroprotector del ácido α-lipoico. 
 El modelo experimental de glaucoma desarrollado por Shareef y col., mediante la 
cauterización de dos venas epiesclerales del ojo izquierdo de ratas, genera una hipertensión 
ocular crónica. Se determinaron los siguientes parámetros: el balance oxidativo por 
quimioluminiscencia (QL) in vivo en la superficie ocular, daño a lípidos (TBARS), daño a 
proteínas (PO), niveles de nitritos, actividad de NADPH oxidasa, actividades de las enzimas 
antioxidantes y los niveles de antioxidantes no enzimáticos. Para la evaluación de la 
superficie ocular, el humor acuoso, el humor vítreo y la cabeza del nervio óptico, las ratas 
fueron divididas en 2 grupos: glaucoma y control (sin cauterización de las venas 
epiesclerales). Los animales fueron sacrificados a los 7, 15, 30, 45 y 60 días (n= 9 a cada 
tiempo). En el grupo glaucoma, la fotoemisión in vivo del ojo mostró un incremento partir de 
los 60 días y la capacidad antioxidante total (TRAP) disminuyó desde los 15 días en el humor 
acuoso y a los 7 en el humor vítreo. El nervio óptico mostró un aumento de nitritos a partir 
de los 7 días y de los TBARS a partir de los 30 días. En el ojo glaucomatoso las especies 
activas del oxígeno y del nitrógeno (EAON) se encuentran incrementadas, como lo 
demuestra el aumento de QL, nitritos y TBARS. El aumento de prooxidantes y la disminución 
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de antioxidantes, exponen a la retina a un estrés oxidativo que podría inducir el daño a nivel 
cerebral. 
A partir de estas observaciones se decidió trabajar en cerebro y estructuras visuales a 
los 7 días de la cirugía cuando aún los antioxidantes no enzimáticos no estaban disminuidos 
en la cámara anterior y en la cámara posterior su caída no era tan marcada, y además los 
niveles de TBARS no se encontraban incrementados en el nervio óptico. 
En el homogeneizado de cerebro total del grupo glaucoma se concluye que hay una 
alteración en el balance redox. Se observó un incremento de la QL, de los niveles de nitritos 
y de la actividad de NADPH oxidasa, indicando un incremento en los niveles de EAON que 
genera daño a los lípidos y a las proteínas en el grupo glaucoma. Un aumento en la actividad 
de superóxido dismutasa (SOD) y glutatión peroxidasa (GPx) que puede ser una respuesta 
adaptativa del tejido. La caída de las actividades de glutatión reductasa (GR) y tioredoxina 
reductasa (TrxR) llevaría a un deficiente reciclado de glutatión y tioredoxina lo que traería 
aparejado alteraciones en el estado redox celular. Además se observó, una reducción en los 
niveles de antioxidantes no enzimáticos evaluada a partir del TRAP, los niveles de glutatión, 
ácido ascórbico y vitamina E. Una disminución de la actividad de glucosa-6-fosfato 
deshidrogenasa (G6PDH) traería como consecuencia una disminución en la biodisponibilidad 
de NADPH que es un cofactor necesario para las actividades de las enzimas GR y TrxR. 
A partir de estas modificaciones observadas en el cerebro se trabajó con el primer sitio 
de llegada de los axones del nervio óptico, que es el núcleo geniculado y para evaluar la 
degeneración transináptica con la corteza visual primaria. Los resultados presentados son los 
primeros reportes en describir el balance redox en ambas estructuras. El perfil oxidativo en 
la corteza visual y en el núcleo geniculado es semejante. En ambas estructuras se observa un 
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aumento de prooxidantes evidenciado por un aumento en el daño a proteínas, a lípidos y 
aumento de las EAON. Por otro lado hay un aumento en la actividad de SOD y de GPx, una 
disminución de la actividad de GR y de TrxR que llevaría a un deficiente reciclado de 
glutatión y tioredoxina. Además se evidenció una reducción en los niveles de TRAP y 
glutatión reducido (GSH). 
En la corteza visual primaria se observó un aumento de glutatión oxidado (GSSG), y 
una disminución en la relación GSH/ GSSG. 
El ácido α-lipoico podría ser efectivo tanto en la prevención como en el tratamiento 
del estrés oxidativo en el glaucoma ya que atraviesa la barrera hematoencefálica y mejora 
los parámetros evaluados en el entorno redox. A los grupos estudiados se les administró 100 
mg/kg i.p. de ácido α-lipoico, produciéndose una disminución del daño oxidativo a lípidos y 
proteínas. La actividad de SOD, GR y TrxR aumentó en ambas estructuras cerebrales. Los 
niveles de antioxidantes hidrosolubles evaluados por medio del TRAP y los niveles de GSH 
aumentaron. En la corteza visual se redujeron los niveles de GSSG con un aumento en la 
relación GSH/ GSSG. 
Por lo expuesto en esta tesis se concluye que el glaucoma es una neuropatía óptica, cuyo 
daño se proyecta al cerebro, más allá de la retina y del nervio óptico. El desbalance oxidativo 
se manifiesta en el entorno redox de las áreas cerebrales que son diana del nervio óptico. El 
ácido α-lipóico podría ser utilizado como neuroprotector, porque revierte alguno de los 
marcadores de daño evaluados. Terapias que retrasen la progresión del daño 
neurodegenerativo redundarían en un beneficio en el tratamiento del glaucoma. 
